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ALI   acute lung injury/akut tüdősérülés 
ANK  ankyrin 
ARDS  acute respiratory distress syndrome/akut respirációs distressz szindróma 
ATCC  American Type Culture Collection 
BPAEC bovine pulmonary artery endothelial cells/marha tüdő artéria endotél sejt 
Cdk1  cyclin dependent kinase 1/ciklin függő kináz 1 
CPI-17  PKC potentiated inhibitory protein of 17 kDa/PKC-vel aktiválódó 17 kDa-
os inhibitor fehérje 
DAPI  4’,6-diamidino-2-phenylindole/4’,6-diamidino-2-fenil-indol 
DMEM Dulbecco's modified Eagle medium/Dulbecco-féle módosított Eagle 
médium 
DMSO dimethyl sulfoxide/dimetil szulfoxid 
EBP50  ERM binding phosphoprotein of 50 kDa/ERM-hez kötődő 50 kDa-os 
foszfofehérje 
EC  endothelial cell/endotél sejt 
ECACC European Collection of Cell Cultures  
ECIS  Electric Cell-substrate Impedance Sensing  
EDTA  ethylene diamine tetraacetic acid/etilén-diamin-tetraacetát 
EGTA  ethylene glycol-bis(2-aminoethylether)-N,N,N’,N’-tetraacetic acid/etilén-
glikol-bisz-(2-amino-etil-éter)-N,N,N’,N’-tetraecetsav 
ERM  ezrin-radixin-moesin/ezrin-radixin-moezin 
FBS   fetal bovine serum/magzati borjúszérum 
FT  farnesyl transferase/farnezil transzferáz 
GFP  green fluorescent protein/zölden fluoreszkáló fehérje 
GSK3β glycogen synthase kinase 3β/glikogén szintetáz kináz 3β  
GST  glutathione S-transferase/glutation S-transzferáz 
HA-tag hemagglutinin tag 




HEAT  Huntingtin, elongation factor 3, protein phosphatase 2A, yeast kinase  
  TOR1 
HEK   human embrionic kidney/humán embrionális vese 
His-tag polyhistidine tag/polihisztidin tag 
HLMVEC human lung microvascular endothelial cells/humán tüdő mikrovaszkuláris 
endotél sejt 
HSP  heat shock protein/hősokk fehérje 
HPAEC human pulmonary artery endothelial cells/humán tüdő artéria endotél sejt 
HUVEC human umbilical vein endothelial cells/humán köldökvéna endotél sejt 
LAMR1 non-integrin laminin receptor 1 
LC-MS/MS liquid chromatography-tandem mass spectrometry/folyadék kromatográfia-
tandem tömegspektrometria 
MAPK mitogen-activated protein kinase/mitogén-aktivált protein kináz 
MEM   minimum essential medium/Eagle-féle médium 
MLC  myosin light chain/miozin könnyűlánc 
MLCK myosin light chain kinase/miozin könnyűlánc kináz 
myc  myconcogene 
MYPT  myosin phosphatase target subunit/miozin foszfatáz regulátor alegység 
ND  nokodazol 
NHERF Na+/H+ exchanger regulatory factor/ Na+/H+ cserélő (NHE3) szabályozó 
faktora 
NLS  nuclear localization signal/magi lokalizációs szignál 
OA  okadaic acid/okadánsav 
PAGE  polyacrylamide gel electrophoresis/poliakrilamid gélelektroforézis 
PBS  phosphate buffered saline/foszfáttal pufferolt sóoldat 
PDZ  PSD-95 (post-synaptic density protein 95 kDa)-Dlg (Drosophila discs large 
protein)-ZO1 (zonula occludens 1) 
PKA  protein kinase A/protein kináz A (cAMP függő protein kináz) 
PKC  protein kinase C/protein kináz C 




PMA  phorbol 12-myristate 13-acetate/forbol-12-mirisztát-13-acetát 
PMSF  phenylmethylsulphonyl fluoride/fenil-metil-szulfonil-fluorid 
PP1  protein phosphatase 1/protein foszfatáz 1 
PP1c  protein foszfatáz 1 enzim C, katalitikus alegysége 
PP2A  protein phosphatase 2A/protein foszfatáz 2A 
PP2Ac  protein foszfatáz 2A C, katalitikus alegysége 
PP2Aa  protein foszfatáz 2A A, szerkezeti alegysége 
PP2Ab  protein foszfatáz 2A B, regulátor alegysége 
PP2B  protein phosphatase 2B/protein foszfatáz 2B  
PPP  phosphoprotein phosphatase/foszfoprotein foszfatáz 
RACK1 receptor for activated C kinase 1/aktivált protein kináz C receptora 
ROCK  Rho-associated protein kináz/Rho-asszociált protein kináz 
RU  response unit/SPR válasz egység 
SPR  surface plasmon resonance/felületi plazmon rezonancia 
SDS  sodium dodecil sulfate/nátrium-dodecil-szulfát 
TER  transendothelial electrical resistance/transzendotél elektromos ellenállás   
TGF-β1 transforming growth factor β1/transzformáló növekedési factor β1 
TIMAP TGF-β1 inhibited membrane associated protein/ TGF-β1gátolt membrán-
asszociált fehérje 
TBS  Tris buffered saline/Tris-szel pufferolt sóoldat 
Tris  tris-(hydoxymethyl)-aminomethane/trisz-(hidroximetil)-amino-metán 
VEGF  vascular endothelial growth factor/vaszkuláris endoteliális növekedési 
faktor 
WD  triptofán-aszpartát 
WT  wild type/vad típusú  






A vaszkuláris tüdő endotélium a keringő vér és a környező szövetek közötti 
szelektív gátként (barrier) működik. Számos betegségben megfigyelhető az endotél 
barrier sérülése, illetve a gátfunkció működési zavara, mint például gyulladási 
folyamatok, trauma, szepszis, diabetes mellitus, trombózis, vagy metasztatikus tumorok 
képződése során. A tüdő érrendszerének rendkívül nagy felülete miatt a tüdő endotélium 
által fenntartott egyensúly a lumen és az interstícium között nagyon érzékeny az endotél 
permeabilitás dinamikus változásaira. Így például akut tüdősérülés (ALI) és akut 
respirációs distressz szindróma (ARDS) kialakulásakor az endotélium sérülése 
következtében az alveolusok nem képesek az oxigén-széndioxid cserére, valamint a 
kapillárisok és szövetek közötti folyadékcsere zavara miatt ödéma alakul ki. Az erek 
szivárgása a szerv funkció vesztése/csökkenése mellett farmakokinetikai szempontból is 
negatív hatású. A terápiás célra alkalmazott gyógyszerek a megnövekedett 
érpermeabilitás miatt felhalmozódnak az interstíciális térben, ezzel egyrészt toxicitásuk 
emelkedhet, másrészt hatékonyságuk viszont csökken. Az endotél sejtek barrier formáló 
és az endotél permeabilitást szabályozó képessége függ a sejtek alakjától, egymáshoz és 
az extracelluláris mátrixhoz való kapcsolódásuktól. A vaszkuláris endotélium jól működő 
barrier funkckiója az endotél sejtekben fellépő kontraktilis és feszítő erők egyensúlyát 
jelzi. A funkció sérülése, az egyensúly eltolódása a kontraktilis erők irányába az endotél 
sejtek közötti rések kialakulásához, az endotélium permeabilitásának megnövekedéséhez 
vezet. A citoszkeleton három fő komponensének - F-aktin, mikrotubulusok és intermedier 
filamentumok - dinamikus változásokra képes szerkezete az endotél permeabilitás 
szabályozásának egyik kulcsfaktora, mivel az EC citoszkeleton szerkezete és fehérje 
kölcsönhatásai fontos szerepet játszanak az endotél sejtek integritásának megtartásában. 
A citoszkeletonnal asszociálódó fehérjék protein kinázok és protein foszfatázok által 
történő reverzibilis foszforilációja a citoszkeleton szerkezetét és fehérje-fehérje 
kölcsönhatásait befolyásolja, ezzel az endotél sejtek barrier funkciójának szabályozásában 
is kitüntetett szerepe van. Az értekezésben összefoglalt munka alapkutatás, melynek során 
tüdő artéria endotél sejt modell rendszeren tanulmányoztuk a reverzibilis fehérje 
foszforilációt katalizáló néhány kináz és foszfatáz tulajdonságait, azok regulációját és 
fehérje kölcsönhatásait, hogy az endotél sejtek egyik legfontosabb élettani funkciója, az 
endotél barrier/gát funkció szabályozási lehetőségeiről új ismereteket szerezzünk. 
  




1. IRODALMI ÁTTEKINTÉS  
 
1.1 Az endotél barrier 
 
Az endotél sejtek (EC) az erek belső falán egy dinamikus, szemiszelektív réteget, 
„monolayert” képeznek, és szabályozzák a folyadék és a makromolekulák átjutását a 
véráram és a környező szövetek között, ezért az EC barrier fenntartása a szervek 
megfelelő működésében rendkívül fontos [1]. Az endotél sejtek heterogének, makro- és 
mikrokörnyezetüknek megfelelően morfológiájuk, egymáshoz való illeszkedésük és 
élettani funkciójuk különbözhet [2, 3]. A vaszkuláris endotélium heterogenitását in vivo 
fág bemutató módszerrel molekuláris szinten is igazolták, de annak funkcionális 
jelentősége még sok kérdésben tisztázatlan [4]. Az érpermeabilitás szabályozásán túl 
számos fiziológiás és patológiás folyamatban ismerték fel jelentőségüket, mint például az 
angiogenezis és a gyulladás, de immunológiai folyamatok szabályozásában is részt 
vesznek (1.1.1 ábra) [3, 5].  
 
A különböző szervekben és szövetekben, sőt még azonos szerven belül is, az 
érrendszer egyes szakaszain az endotélium barrier integritása és helyspecifikus funkciója 
eltérő lehet [6, 7]. A tüdő endotélium permeabilitása, például albuminra vagy szacharózra 
a kisebb átmérőjű erekben (<30µm) kisebb, mint az artériákban. A mikrovaszkuláris EC 
szorosabb sejtkapcsolatai és az azokhoz köthető membrán adhéziós helyek száma is 
nagyobb [8, 9]. Az EC monolayer transzendotél elektromos ellenállás (TER) értéke 
fordítottan arányos a monolayer permeabilitásával, nagyobb TER kisebb permeabilitást 
jelez. Az előzőekkel összhangban, primer mikrovaszkuláris EC monolayer TER értéke 
 















~10-szer nagyobb, mint a makrovaszkuláris sejteké [10]. A mikrovaszkuláris EC 
izolálásának és tenyésztésének technikai nehézségei miatt azonban az EC barrier in vitro 
vizsgálatai túlnyomóan makrovaszkuláris EC-n folytak/folynak.  
 
1.1.1 Az endotél permeabilitás és mediátorai   
 
Az EC permeabilitás lehet bazális, vagy valamilyen fizikai, gyulladásos vagy 
bioaktív stimulus által indukált folyamat. Normál fiziológiás körülmények között az 
endotélium szabályozza más sejtek (pl. leukociták), a folyadék és a 
makromolekulák/fehérjék áthaladását a monolayeren, ezzel homeosztázist tart fenn a vér 
és az interstitium között. A kisebb molekulák és ionok (<3 nm) passzív transzportja az EC 
monolayeren paracellulárisan történik, a makromolekulák/fehérjék pedig transzcelluláris 
úton transzportálódhatnak (1.1.2 ábra, A) [1]. A 3 nm-nél nagyobb molekulák, albumin és 
más plazmafehérjék szállítása a vérből az interstitiumba kaveolák, vezikuláris szállítók, 
révén történik az EC monolayeren keresztül [1]. A kaveolák szerkezetének elsődleges 
fehérje összetevője a kaveolin-1, amelynek Tyr oldalláncon történő, Src-függő 
foszforilációja szabályozza a kaveolák kialakulását és ezzel magát a transzportot is [11]. 
A folytonos és fenesztrált endotélium szelektív barrier funkcióval rendelkezik a 
makromolekulák transzportjára, a diszkontinuus endotélium nem [11]. 
 
Külső vagy belső stimulus, mint pl. akut vagy krónikus gyulladás, angiogenezis 
vagy tumor metastasis esetén, illetve különböző bioaktív mediátorok (hisztamin, trombin, 
citokinek, növekedési faktorok) hatására a permeabilitás megnövekszik. Akut tüdősérülés 
(ALI) és akut respirációs distressz szindróma (ARDS) esetén az endotél barrier funkció 
 
1.1.2 ábra Bazális és indukált transzport az endotél monolayeren. (A) Az EC monolayeren bazális 
körülmények között a sejten keresztül (transzcellulárisan) és a sejt-sejt kapcsolatoknál, a sejtek között 
(paracellulárisan) juthatnak át molekulák.  (B) Stimulus hatására sejtek közötti (paracelluláris) rések 













sérül, az endotél monolayer sejtjei összehúzódnak, a sejtkapcsolatok lazulnak, vagy 
időlegesen megszűnnek, és a sejtek között rések alakulnak ki, amelyeken keresztül a 
vérben oldott anyagok, plazmafehérjék és immunsejtek paracelluláris átjutása 
megtörténhet (1.1.2 ábra, B) [1, 12]. ALI-val vagy ARDS-sel diagnosztizált betegekben a 
koagulációs útvonalak, a szerin proteáz trombin és proteáz aktivált receptora (PAR-1) 
patológiásan aktiválódnak, ezáltal a tüdő paracelluláris permeabilitása megnő [13]. Ezért 
az EC barrier vizsgálatai során a trombin egy gyakran alkalmazott barrier diszfunkciót 
kiváltó ágens. A mikrotubulusokat destabilizáló szintetikus anyagról, a nokodazolról 
ugyancsak kimutatták, hogy az EC permeabilitását növeli [14]. A lipid mediátor 
szfingozin 1-foszfát, az angiopoetin-1, a cAMP, az ATP és az adenozin viszont erősítik az 
endotél barriert [15]. Ezért feltételezhető, hogy az endotél permeabilitásban bekövetkező 
eltérések az ellentétesen ható endogén mediátorok aktuális egyensúlyát tükrözik. 
Az endotél sejtek citoszkeleton szerkezete és a sejtek közötti kapcsoló régiók fontos 
szerepet játszanak az endotél barrier kialakulásában és fenntartásában, valamint a 
paracelluláris permeabilitás szabályozásában [16].  
 
1.1.2 Az EC citoszkeleton  
 
A mikro- és intermedier filamentumok és a mikrotubulusok - az EC citoszkeleton 
elemei - biztosítják a sejtek alakját, mechanikai szilárdságát, polaritását és mozgását. 
Mindhárom fehérje monomerekből felépülő polimer, melyek szabályozott, gyors 
átalakulásra képesek. Az EC citoszkeleton stabilitása és dinamikus át/újrarendeződése 
befolyásolja az endotél sejtek alakját és mobilitását, ezzel a monolayer integritását, illetve 
különböző stressz hatásokra adott válaszát is.  
Az aktin filamentumok és az EC permeabilitás közötti kapcsolatot már viszonylag 
korán felismerték [16]. Endotél sejtkultúra kezelése az aktin citoszkeleton szerkezetét 
módosító ágensekkel megváltoztatta a permeabilitást. A mikrofilamentumok felbomlását 
okozó citokalazin D az EC monolayer permeabilitását többszörösére növelte [17]. 
Trombin kezelés következtében is átrendeződik az aktin citoszkeleton, a kortikális aktin 
mennyisége csökken és stresszkábelek alakulnak ki, ami együtt jár a monolayer 
permeabilitásának emelkedésével. Az F-aktint stabilizáló fallacidinnel előkezelt EC-n 
azonban mérsékeltebb trombin hatást mutattak ki [18, 19]. Az endotél sejtek 
alakváltozásának (kontrahált-relaxált) és motilitásának egyik fő molekuláris motorja az 
aktinnal asszociálódó miozin II, ami két nehézláncból (200-204 kDa) és a 




nehézláncokhoz kapcsolódó két-két könnyűláncból (17 kDa és 20 kDa) álló komplex. Az 
aktin citoszkeleton szerkezetének fenntartásában, illetve átrendeződéseiben még számos 
további szabályozott fehérje-fehérje kölcsönhatás is szerepet játszik [12]. 
Az intermedier filamentumok és a mikrotubulusok szerepe az endotél barrier 
funkciójában kevésbé ismert [12, 16]. Az intermedier filamentumok fehérjéi 
polimerizációjuk során először dimereket képeznek. Endotél sejtekben elsődleges fehérje 
komponensük a vimentin, ami egy foszforilálható fehérje. Az EC permeabilitás a 
mikrotubulusok stabilitásával együtt változik: a mikrotubulus rendszer felbomlását 
kiváltó nokodazol vagy vinblastin kezelések következtében az aktin citoszkeleton 
szerkezete megváltozik és nő a permeabilitás, amit a mikrotubulusokat stabilizáló 
paclitaxel mérsékel [14, 20]. A mikrotubulusok endotél barrierre kifejtett hatásának 
pontos mechanizmusa ugyan még nem ismert, de az eredmények a mikrofilamentumok és 
a mikrotubulusok közötti párbeszéd lehetőségére utalnak.   
 
1.1.3 Az EC sejtkapcsoló struktúrái 
 
A vaszkuláris endotél sejtek között rés (gap), adherens és szoros sejtkapcsoló 
struktúrák működnek, melyek közül a paracelluláris permeabilitásban az utóbbi kettőnek 
van jelentősége, a réskapcsolatok pedig ionok és kisméretű molekulák endotél sejtek 
közötti átjutását segítő csatornák. Míg az epitél sejtek között a szoros-, az endotél 
sejtekben az adherens kapcsolatok vannak túlsúlyban, de arányuk a szervezeten belül 
helyspecifikusan változó lehet [1, 21]. A kapcsoló struktúrák transzmembrán és 
citoplazmatikus összetevőkből állnak, de a különböző kapcsolatokat felépítő fehérjék 
eltérőek. A szomszédos sejtek transzmembrán fehérjéi homofil, cipzárszerű kapcsolatokat 
alakítanak ki (1.1.3 ábra).  
Az EC adherens kapcsolatait elsősorban a sejtek kapcsolódásának kialakulásáért és 
fenntartásáért tartják felelősnek, a szoros kapcsolatok pedig a makromolekulák és a 
fehérjék szabad mozgásával szemben képeznek gátat [22]. A transzmembrán fehérjék 
további specifikus intracelluláris kölcsönható partnereken keresztül az aktin 
citoszkeletonhoz horgonyzódnak, ami stabilizálja a sejtkapcsolatokat, de azok nyitását-
zárását is szabályozza [23, 24]. A szoros kapcsolatok partnerei a citoszolban többek 
között a ZO (zonula occludens) és a MAGUK (membrane associated guanylate kinase) 
fehérjecsaládok tagjai.  
 






Az EC adherens kapcsolataiban egy specifikus kadherin, a VE (vascular 
endothelial)-kadherin transzmembrán fehérje található, ami minden ér- és endotél 
sejttípusban jelen van [23, 25]. A VE-kadherin extracelluláris részén öt egymást követő 
kadherin-domén van, melyek Ca2+-ion megkötése után a sejt-sejt kontaktus kialakításában 
vesznek részt [26]. A molekula C-terminális, intracellulárisan elhelyezkedő része kötődik 
elsődleges intracelluláris partnereihez (β-katenin, plakoglobin és p120), amelyek további 
aktin-kötő fehérjékkel kapcsolódhatnak (1.1.4 ábra) [22]. A VE-kadherin mutáns 
formáival végzett vizsgálatok igazolták esszenciális szerepét nemcsak az adherens 
kapcsolatok, de a megfelelő EC barrier funkció kialakításában is [27, 28]. A kateninek is 
fontos szerepet játszanak az adherens kapcsolatokban. A β-katenin kondicionális 
inaktiválása EC-ben például jelentősen csökkentette a sejtkapcsolatok kialakulását [29], a 
β-katenin kötésében jelentős citoszolikus részén rövidített (trunkált) VE-kadherin gén 
kifejeződése egérben pedig letális volt [30].  
 
1.1.3 ábra Az EC szoros és adherens kapcsolatainak transzmembrán fehérjéi. Szoros kapcsolatok: 
klaudin, okkludin, JAM (junctional adhesion molecle) és ESAM (endothelial cell selective adhesion 
molecule). Adherens kapcsolatok: VE-kadherin, ami egy protein tirozin foszfatázzal (VE-PTP) 
asszociál. A nektin mindkét kapcsolatban részt vehet. A PECAM (platelet endothelial cell adhesion 
molecule) az előzőektől függetlenül járul hozzá a sejtek közötti adhézióhoz. Az N-kadherin feltehetően 





















1.2 Fehérjék reverzibilis foszforilációja 
 
Az EC citoszkeletonja és sejtkapcsoló struktúrái fehérje-fehérje kölcsönhatásaik 
révén számos jelátviteli útvonallal vannak szoros kapcsolatban, melyek kialakulásukat, 
stabilitásukat és dinamikus átrendeződésüket szabályozzák. Ezen jelátviteli pályák 
szerves része a reverzibilis fehérje foszforiláció Ser-, Thr-, illetve Tyr-oldalláncokon, ami 
az eukarióta sejtekben lezajló biokémiai folyamatok szabályozásában egy alapvető 
jelentőségű poszttranszlációs fehérje módosítás. A protein kinázok az ATP γ-foszfát-
csoportját a fehérje specifikus aminosav oldalláncaihoz kapcsolják kovalens kötéssel. A 
foszfát csoport eltávolítását a protein foszfatázok katalizálják. Ez a reverzibilis fehérje 
módosítás befolyásolja a fehérjék biológiai aktivitását, a negatív töltésű foszfátcsoport 
jelenléte vagy hiánya ki-bekapcsoló szignálként működik. A fehérjék foszforiláltsági 
szintjét az adott fehérjére specifikus kináz(ok) és foszfatáz(ok) aktivitásának aránya 
határozza meg, amelyeket különböző jelátviteli pályák szabályoznak, sok esetben további 
kinázok és foszfatázok részvételével.  
A humán genom mintegy ~500 protein kinázt kódol, amelyek közül ~400 Ser/Thr-
oldalláncokra specifikus vagy kettős specificitású (Ser/Thr- és Tyr-oldalláncokat is 
foszforilál), míg a maradék ~90-100 kináz pedig Tyr-oldalláncokra specifikus. A protein 
foszfatázok száma jelentősen alacsonyabb (~100), amiből a foszfo-Ser/Thr-oldalláncokra 
specifikus katalitikus alegységek száma mindössze 15 [31]. A Ser/Thr-specifikus enzimek 
számában mutatkozó jelentős eltérés a két enzimcsalád között a kinázok és foszfatázok 
különböző szerkezeti felépítésével és az ebből fakadó eltérő szabályozásukkal 
magyarázható. Míg a protein kinázok szerkezeti felépítése, aktív centruma és működési 
 
1.1.4 ábra Az EC adherens sejtkapcsolat felépítése. Az adherens kapcsolatokat többszintű fehérje-
fehérje kölcsönhatások hozzák létre. A résztvevő fehérjék különböző jelátviteli útvonalak fehérjéivel is 
kapcsolatba léphetnek (kinázok, foszfatázok, növekedési faktorok receptorai), melyek az adherens 









protein kinázok és foszfatázok, 
növekedési faktor receptorok




mechanizmusuk meglehetősen hasonló, a különböző protein foszfatáz típusok egymástól 
eltérő szerkezettel és aktív centrummal bírnak, valamint számos esetben szabályozó 
alegységekkel kombinálódnak, ennek megfelelően a hidrolízis mechanizmusa is 
különbözik [32, 33].  
 
1.2.1 Protein kinázok 
 
A protein kinázok gyakran monomer enzimek, amelyek szerkezetében az 
aktivitásért felelős katalitikus domén mellett további, a kináz működését szabályozó 
domének vannak jelen. A katalitikus domén 250-300 aminosavból áll, ezen belül további 
12 konzervált szub-domént azonosítottak. Elnevezésük gyakran szubsztrátjukra vagy 
aktiválási mechanizmusukra utal. A protein kinázokat csoportosíthatjuk aszerint, hogy a 
foszfátcsoportot a szubsztrát fehérje alkoholos, fenolos vagy mindkét típusú hidroxil 
csoportjához képesek hozzáilleszteni. Így megkülönböztetünk Ser/Thr-, Tyr- és kettős 
specificitású protein kinázokat. Továbbá megkülönböztetünk receptor kinázokat és nem 
receptor kinázokat. Másik osztályozásuk a katalitikus domének aminosav 
szekvenciájának összehasonlításán alapul (1.2.1 táblázat) [34]. Újabb, szintén szekvencia-
homológián alapuló osztályozás a katalitikus doménen kívüli további kináz domének 
közötti homológiát is vizsgálja a humán genom 518 fehérje kináz gén szekvenciáját 
felhasználva [35].  
 
1.2.1 táblázat. A protein kinázok klasszikus felosztása 
Csoport Néhány alcsoport Képviselők 
1. AGC  
ciklikus nukleotid függő protein kináz 
protein kináz C 
G-fehérjéhez kötött receptorok kinázai 
PKA, PKG 
PKC (klasszikus és új) 
βARK, GRK5,6 
2. CaMK 
Ca2+/kalmodulin szabályozott és rokon 
kinázok 
 
Ca2+/kalmodulin függő kináz,  
foszforiláz kináz 
miozin könnyűlánc kináz 
3. CMGC 
ciklin dependens kinázok 
Erk (MAP) kinázok 
glikogén szintetáz kináz 3 
Cdk1-6 
Erk1-3 
GSK3α és β 





Src, Yes, Lyn, Lck 
Abl, Arg 
Jak1-3 
Az alcsoportok és képviselők tekintetében jelentősen redukált csoportosítás Hanks és Hunt (1995) 1. 
táblázata alapján készült. 




Az 1.2.1 táblázatban felsorolt négy kinázcsoportból mindössze néhány, az 
értekezésben jelentőséggel bíró kináz kerül említésre.  
Az AGC csoport neve két ciklikus nukleotid függő enzim, a PKA és PKG, valamint 
a PKC család jelentős képviselőire utal. Tagjai jellemzően olyan Ser/Thr-oldalláncokat 
foszforilálnak, amelyek bázikus aminosavak, Arg és Lys, közelében találhatóak a 
szubsztrát szekvenciájában. A PKA két katalitikus és két gátló regulátor alegységből álló 
tetramer. Ha az intracelluláris cAMP szintje megnő, a cAMP kötődik a regulátor 
alegységekhez, ezáltal az enzimkomplexből a katalitikus alegység disszociál és 
felszabadul a gátlás alól. 
A Ca2+/kalmodulin függő protein kinázok (CaMK) szintén bázikus aminosavak 
közelében foszforilálják szubsztrátjukat. Ezeket a kinázokat a Ca2+/kalmodulin kötődése 
aktiválja egy, a katalitikus domén C-terminális oldalán elhelyezkedő kisméretű 
doménhez. A csoporthoz tartozó miozin könnyűlánc kináz katalizálja a miozin II 20 kDa-
os könnyűláncának foszforilációját.   
A CMGC családra jellemző, hogy Pro közelében foszforilálnak. A glikogén 
szintetáz kináz 3β (GSK3β) legtöbb szubsztrátja előfoszforilált fehérje. Ez az úgynevezett 
„priming” hely a foszforilálandó aminosavtól 4-5 aminosav távolságban, a C-terminális 
irányában helyezkedik el [36]. 
A konvencionális Tyr kinázok családjába tartozik a Src kináz, ami egy nem-
receptor tirozin kináz. Szerkezeti felépítésére jellemző, hogy a katalitikus doménjétől N-
terminális irányban SH2 és SH3 domének találhatóak, melyek a kináz fehérje-fehérje 
kölcsönhatásaiban játszanak szerepet. Az SH2 domén pY-E-E-I motívumhoz kötődik, az 
SH3 esetében van variabilitás, de legjellemzőbben a PxxP motívumhoz kapcsolódik  [37]. 
 
1.2.2 Protein foszfatázok 
 
A protein foszfatázok három nagy csoportja eltérő géncsaládokat reprezentál [16]. 
A PPP (foszfoprotein foszfatáz) és PPM (fémion-függő foszfatáz) család tagjai foszfo-Ser 
és foszfo-Thr oldalláncokat defoszforiláló Ser/Thr-specifikus foszfatázok. A PTP, foszfo- 
Tyr-specifikus foszfatázok foszfo-Tyr oldalláncot defoszforilálnak. A PTP családon 
belüli alcsaládhoz tartoznak a kettős specificitású protein foszfatázok is, melyek mind a 
foszfo-Ser/foszfo-Thr, mind a foszfo-Tyr fehérje oldalláncok defoszforilációját 
katalizálják [38].   
 




1.2.2.1 Ser/Thr-specifikus protein foszfatázok 
 
A PPP és PPM család klasszikus képviselőinek elnevezése még a Ser/Thr-
specifikus protein foszfatázok biokémiai tulajdonságain alapuló osztályozásukat tükrözi. 
Szubsztrátspecificitásuk és inhibitor fehérjékkel való gátolhatóságuk alapján protein 
foszfatáz 1 (PP1) és protein foszfatáz 2 (PP2) típusokat különböztettek meg [39]. A PP2 
enzimek fémion függés alapján PP2A, PP2B és PP2C altípusokat képviselnek. A PP1, 
PP2A és PP2B foszfatázok a PPP családba tartoznak, erősen konzervált katalitikus 
doménjük 40-60% azonosságot mutat. Ugyancsak ide sorolhatóak a PP4, -5, -6 és -7 
protein foszfatázok. Érdekes módon a másik, PPM géncsaládhoz tartozó PP2C 
szekvenciája ugyan eltérő, de három-dimenziós szerkezete figyelemre méltóan hasonló a 
PPP család tagjainak szerkezetéhez [40].  
A PPP foszfatázok sokoldalúsága több alegységből álló szerkezetüknek köszönhető. 
A katalitikus aktivitásért felelős alegység mellett a regulátor alegységek (R) nagyszámú, 
változatos méretű és szekvenciájú fehérje arzenáljából is jelen van egy vagy több a 
holoenzimekben. A regulátor alegységek a megfelelő helyre és/vagy szubsztrátokhoz 
irányítják a foszfatázt és szabályozzák aktivitásukat. Az 1.2.2 táblázat a klasszikus PPP 
foszfatázokról ad áttekintést [16]. 
 
1.2.2 táblázat. A PPP foszfatázok klasszikus képviselői: alegységek, izoformák, elnevezés 
 Rövidített név Alternatív név Izoformák Gén (HUGO) 
Protein foszfatáz 1 
Katalitikus C alegység 
Regulátor alegységek (válogatás) 
Miozin foszfatáz targeting alegység  
Miozin kötő alegység 85 
Miozin foszfatáz targeting alegység  



























Protein foszfatáz 2A 
Katalitikus C alegység 



















α, β, γ, δ 









Protein foszfatáz 2B 
Katalitikus A alegység 





α, β, γ 
α, β 
 
PPP3CA, -B, -C 
PPP3R1, -2 
Csortos és mtsai (2007) 1. táblázat alapján. 




Az egyes PPP foszfatáz típusok in vivo és in vitro szubsztrátspecificitása 
különbözik, az utóbbi többnyire szélesebb, ami az enzimaktivitások vizsgálatát, 
megkülönböztetését megnehezíti. Az in vitro mérések során a foszfatáz típusok 
elkülönítésére specifikus gátló toxinokat alkalmaznak. Az okadánsav és a calyculin A 
például a PP1 és PP2A hatékony gátlószere nanomólos koncentrációban. Az okadánsav a 
PP2B-t csak nagyobb koncentrációban (IC50=5µM) gátolja, a PP2C aktivitása pedig nem 
érzékeny erre a toxinra [41]. További előny, hogy az okadánsav a PP1-re (IC50=20nM) és 
PP2A-ra (IC50=0,2nM) kifejtett gátló hatása is eltérő. 
 
1.2.2.1.1 Protein foszfatáz 1 
 
 
A PP1 az egyik legkonzerváltabb eukarióta fehérje, a Ser/Thr specifikus foszfatázok 
egyik legjelentősebb képviselője, mely szinte valamennyi eddig vizsgált sejttípusban 
expresszálódik. Két α-hélix és egy β-redő találkozásánál, egy Y alakú árokban 
helyezkedik el az aktív centrum, amelyben két fémion, Mn2+ és Fe2+ jelenlétét detektálták. 
 
1.2.1 ábra A protein foszfatáz 1 katalitikus alegység szerkezete és konzervált aminosavak az aktív 
centrumban. A PP1c három doménje (kék) a molekula felszínén egy Y alakú árkot hoz létre (rózsaszín). 
Az itt található katalitikus centrumban az ábra alsó részén bemutatott aminosav oldalláncok koordinálják 
a Mn2+ és Fe2+ ionokat (piros gömbök). Az ábra felső része a PP1 specifikus gátlószere, az okadánsav 
(sárga és fekete) kötődését is bemutatja. 






Konzervált aminosavak a PPP enzimek aktív centrumában




A fémionok koordinálásában esszenciális három His, két Asp és egy Asn aminosavak a 
PPP család tagjaiban konzerváltak (1.2.1 ábra) [42-45]. 
A katalitikus alegység négy izoformája (α, β vagy δ, γ1 és γ2; a β vagy δ jelölés 
ugyanarra az izoformára vonatkozik, a szakirodalomban mindkét jelölés használatos) [46, 
47] a regulátor alegységek egy-egy csoportjához köthető. A PP1 holoenzimek többsége 
két alegységből álló dimer. Az egyes holoenzimekben a katalitikus és regulátor alegység 
közötti kölcsönhatás fontos szerepet játszik a PP1 működésében, a katalitikus aktivitás 
szabályozásán túl meghatározza a holoenzim más fehérjékkel való kölcsönhatását, 
specificitását és lokalizációját. A PP1 R alegységeinek becsült száma 50 és 100 között 
van. Méretük és aminosav szekvenciájuk nagyon eltérő lehet, de csaknem mindegyik 
szerkezetében megtalálható egy rövid motívum, (R/K)VxF, amit PP1c kötőmotívumnak 
nevezünk [48]. A PP1 különböző holoenzim formáinak köszönhető széles szubsztrát-
specificitása révén kiemelkedően fontos szerepet játszik számos élettani folyamatban, 
mint például a sejtciklusban, fehérje szintézisben és apoptózisban.  
 
1.2.2.1.2 Protein foszfatáz 2A 
 
A Ser/Thr-specifikus foszfatázok másik legjelentősebb képviselője a PP2A, 
bizonyos szövetekben a sejtek teljes fehérjetartalmának akár 1%-át ez a fehérje teszi ki. A 
katalitikus alegység (PP2Ac) két izoformája (α és β) ismert emlős szövetekben [49]. A 
PP2Ac expressziója autoregulációval szabályozott folyamat, ami a fehérje mennyiségét 
állandó szinten tartja [50]. A PP2A a katalitikus alegység és két regulátor - A (vagy 
PR65) és egy B - alegység komplexéből áll. Az A alegység szerkezeti funkcióval bír, 
erősen kötődik a katalitikus alegységhez. Ehhez a dimerhez kapcsolódik a változatos 
harmadik, B alegység (1.2.2 táblázat, 1.2.2 ábra).  
Emlős szövetekben az A alegység két izoformája, α és β, fordul elő, melyek 
elsődleges szekvenciája 86%-ban megegyezik. Northern blot vizsgálatok alapján 
megállapították, hogy a β izoforma expressziós szintje alacsony [51]. Humán 
daganatokban az Aβ mutáns formái jelentek meg, melyek nem tudnak kapcsolódni a 
PP2A C és B alegységeivel [52, 53]. Az A alegység 15 egymást követő HEAT 
(huntingtin-elongation-A alegység-TOR) ismétlődésből áll, a fehérje harmadlagos 
szerkezete aszimmetrikus és elnyújtott C betűre hasonlít [54]. Mindegyik HEAT 
ismétlődés két α hélixből áll. A katalitikus alegység az A alegység C-terminális végén a 




11-15-ös HEAT ismétlődésekhez erősen kapcsolódik és feltételezik, hogy a katalitikus 
alegység a sejtekben csak az A alegységhez kötődve fordul elő (1.2.2 ábra).  
 
A PP2A holoenzim harmadik komponense többféle molekulatömegű formában 
előforduló polipeptid, melyet általánosan B alegységnek neveznek. A B alegységek négy 
alcsaládba - B, B’, B’’, B’’’ – tartoznak, melyek képviselői különböző izoformákkal 
rendelkeznek, ami a lehetséges holoenzim formák számát tovább növeli [55]. Az 55 kDa-
os B alegységet például eukariótákban négy gén kódolja. Az α és δ izoformák minden 
szövetben előfordulnak, a β és γ izoformák elsősorban az agyban találhatóak meg [56-59]. 
A hasonló méretű B’ alegység esetében öt izoformát és számos splice variánst ismerünk 
emlős szövetekben [60, 61]. Míg az A alegységet a holoenzim összetartásáért tartják 
felelősnek, a különféle B alegységek a PP2A holoenzimek szubsztrátspecificitását és a 
sejten belüli lokalizációját határozzák meg. Az azonos B alcsaládba tartozó fehérjék 
középső része, ami az A és C alegységgel való kötődésben játszik szerepet ~80% 
azonosságot mutat. Az N- és C-terminális végződések azonban jelentősen különböznek, 
ami a holoenzimek funkcióbeli változatosságát növeli. A sokféleség következményeként 
a PP2A a sejtekben nagyszámú fehérjével lép kölcsönhatásba és számos biológiai 
folyamatban vesz részt, többek között a sejtciklusban, a növekedésben, a hősokk 
válaszban, a sejttranszformációban, a DNS replikációban vagy az apoptózisban. 
 
 
1.2.2 ábra A protein foszfatáz 2A holoenzim szerkezete. A szerkezeti A alegység C-terminális részéhez 
kötődik a katalitikus C-alegység, N-terminális régiója pedig a B regulátor alegységgel kapcsolódik, ami 
a C alegységgel is kölcsönhat. 










1.2.2.1.3 Protein foszfatáz 2B 
 
A PP2B, vagy kalcineurin, egy Ca2+/kalmodulin-függő fehérje foszfatáz, a PPP 
család legkevésbé variábilis tagja (1.2.2 táblázat). A PP2B az egymáshoz szorosan 
kapcsolódó katalitikus A alegységből (kalcineurin A) és az erősen konzervált Ca2+-kötő B 
regulátor alegységből (kalcineurin B) áll, aminek két izoformája ugyanannak a génnek a 
terméke [62, 63]. A katalitikus alegység három izoformáját három különböző gén kódolja 
[64].  
A katalitikus alegység N-terminális részén található a katalitikus domén. Ezt követi 
a B alegység kötéséért felelős domén, majd a kalmodulin-kötő és autoinhibitor domének. 
Ca2+ hiányában az autoinhibitor domén a katalitikus felszínhez kötődve gátolja az enzim 
aktivitását.  A Ca2+ koncentráció megemelkedésével az ionok kötődnek a kalmodulinhoz 
és a B alegységhez, a Ca2+/kalmodulin kapcsolódhat az A alegységhez, ami konformáció 
változást okoz, az autoinhibíció megszűnik, a foszfatáz aktiválódik [65]. A kalcineurin 
esszenciális a T-sejt aktivációban, az idegrendszer kifejlődésében és megfelelő 
működésében, de más élettani folyamatokban is leírták részvételét. 
 
1.3 Reverzibilis fehérje foszforiláció az endotél barrier szabályozásában 
 
A simaizom kontrakció klasszikus elmélete szerint az izomösszehúzódás-relaxáció 
a miozin II 20 kDa-os könnyűláncában (MLC) a Ser19 és Thr18 aminosavak Ca2+-függő 
reverzibilis foszforilációjától függ. Az MLC-t a Ca2+/kalmodulin (CaM)-függő miozin 
könnyűlánc kináz (MLCK) foszforilálja, ami aktin-miozin kölcsönhatást és 
sejtkontrakciót indukál nemizom és simaizom sejtekben. A Ca2+-koncentráció 
csökkenésével a kináz-foszfatáz aktivitás arány a foszfatáz oldalára billen, az MLC-t a 
PP1 típusú miozin foszfatáz defoszforilálja, a sejtek relaxálnak (1.3.1 ábra). 
 A simaizom kontrakció a Ca2+-koncentráció növekedése nélkül, ún. Ca2+-
érzékenyítéssel is bekövetkezhet a RhoA/Rho-kináz útvonal aktiválásával. A Rho kináz 
egyrészt az MLC-t, másrészt a miozin foszfatáz MYPT1 regulátor alegységének Thr696 
oldalláncát foszforilálja. Ez utóbbit gátló foszforilációs helynek is nevezik, ugyanis 
foszforilációja a miozin foszfatáz gátlását okozza, és ezzel indirekt módon segíti az MLC 
foszforilációs szintjének emelkedését (1.3.1 ábra) [66-68].  
Az endotél sejtek barrier funkciója, a paracelluláris rések kialakulása függ az aktin 
citoszkeletonhoz köthető kontraktilis és adhéziós erők egyensúlyától. Ennek 




szabályozásában a simaizom kontrakcióhoz hasonlóan az aktinhoz asszociálódó fehérjék 
reverzibilis foszforilációját katalizáló protein kinázok és foszfatázok vesznek részt.  
 
 
1.3.1 Az endotél miozin könnyűlánc kináz 
 
Az endotél sejtek migrációjában, összehúzódásában és az EC permeabilitásában az 
MLC foszforiláció és az MLCK aktivitás központi szerepét korán felismerték [69-71]. Az 
MLC gyors foszforilációját és az EC monolayer megnövekedett permeabilitását mutatták 
ki aktív MLCK fragmentum közvetlen EC-be való juttatása után, valamint gyulladáskeltő 
agonisták, trombin és hisztamin hatására, amit az MLCK gátlása mérsékelt [72-76].  
Az endotél MLCK biokémiai vizsgálatával és klónozásával egy 214 kDa méretű 
fehérjét azonosítottak (EC MLCK) [77-79]. Simaizom MLCK-hoz (SM MLCK) 
hasonlítva az EC MLCK mérete nagyobb, az N-terminálisán egy olyan 922 aminosavból 
álló szakasz van, ami a SM MLCK-ban nem található meg. A fehérje C-terminális 
részének domén szerkezete megegyezik a kisebb méretű kináz szerkezetével, és aminosav 
szinten is >90% az azonosság (1.3.2 ábra). Az EC MLCK több splice variáns formáját 
klónozták, melyek közül dominánsan az EC MLCK-1 és 2 expresszálódnak [80]. Az EC 
MLCK N-terminálisán a 922 aminosavból álló szakasz, mely a simaizom és más 
 
1.3.1 ábra Az MLC reverzibilis foszforilációja  




nemizom sejt MLCK enzimekkel nem mutat homológiát, biológiai funkciója munkánk 
kezdetén ismeretlen volt.  
 
Az EC MLCK biokémiai vizsgálatai arra utaltak, hogy az enzim aktivitása nemcsak 
a Ca2+/kalmodulin koncentrációjától függ, de maga a kináz Ser/Thr foszforilációja is 
befolyásolja azt [74, 77, 79]. Tyr-kináz és Tyr-foszfatáz gátlószerekkel végzett 
vizsgálatokból arra lehetett következtetni, hogy Tyr-foszforiláció is szerepet játszik az EC 
barrier szabályozásában. Tyr-kináz gátlással ugyanis mérsékelni tudták a trombin-
indukált MLC foszforilációt és barrier diszfunkciót [81], illetve Tyr-foszfatáz gátlószer 
növelte az MLC foszforiláció szintjét EC-ben [82]. Nem azonosították azonban az érintett 
Tyr-kináz/foszfatáz enzimeket és célpontjaikat.  
Az EC MLCK szekvenciájában több potenciális Tyr-foszforilációs hely található, 
ami felveti annak lehetőségét, hogy az endotél barrier reverzibilis Tyr-foszforiláción 
keresztüli szabályozásában az EC MLCK kulcsszereplő lehet. 
 
1.3.2 Miozin foszfatáz az endotél sejtekben 
 
A simaizom miozin foszfatáz a PP1cβ katalitikus- és két regulátor alegységből áll. 
A nagyobb, ~130 kDa méretű regulátor alegység, a MYPT1 (myosin phosphatase target 
subunit 1) szerkezetét és részvételét a miozin foszfatáz szabályozásában részletesen 
leírták (lásd 1.3.2.1 fejezet), a másik 20 kDa-os regulátor alegység (M20) funkciója nem 
ismert [83, 84].   
 
1.3.2 ábra Simaizom (SM) és endotél (EC) miozin könnyűlánc kinázok (MLCK) vázlatos 
doménszerkezete. Színkód: piros, csak az endotél MLCK-ra jellemző N-terminális szakasz, amelyből a 
2-es variánsban a vonalkázott rész hiányzik; barna, aktin-kötő régió; sárga, katalitikus domén (CAT); 
fekete, autoinhibitor domén; kék, kalmodulin kötő domén; narancssárga, kinase-related protein (KRP) 
domén, ami a miozinhoz kötődik.  
EC MLCK-1 (214 kDa)
EC MLCK-2 (206 kDa)














Specifikus PPP gátlószerekkel (okadánsav és calyculin A) végzett vizsgálatok a 
PP1 aktivitás domináns szerepére utaltak az endotél MLC defoszforilációjában [16, 85, 
86]. A PP1 gátlás hatására megnőtt az MLC foszforilációs szintje és EC frakcionálással a 
miozin és a PP1 aktivitás asszociációját detektálták. Az EC permeabilitás növekedést és 
EC kontrakciót kiváltó trombin kezelés következtében viszont a PP1 aktivitás gátlódott és 
a miozinban gazdag sejtfrakcióban detektálható PP1 mennyisége lecsökkent [86, 87]. Az 
endotél miozin foszfatáz alegységeit és azok fehérje kölcsönhatásait azonban nem 
jellemezték.   
 
1.3.2.1 A MYPT fehérjecsalád  
 
A MYPT1 számos szövetben expresszálódik, legnagyobb mennyiségben a 
simaizomban mutatták ki [88]. Egyetlen gén kódolja, de a szövetekben eltérő alternatív 
splicing eredményeként különböző formái jelenhetnek meg. Az N-terminális részén 
található 35KVKF38 PP1c kötőmotívummal kapcsolódik elsődlegesen a PP1 katalitikus 
alegység β izoformájához és a C-terminálishoz közeli részén köti az M20 alegységet, C-
terminálisán pedig egy leucin cipzár motívum van. A MYPT1 két nukleáris lokalizációs 
szignált és hét ankirin ismétlődést is tartalmaz [89], utóbbiak a foszforilált miozin 
könnyűlánccal való kölcsönhatásban játszanak szerepet (1.3.3 ábra). A fehérje középső/C-
terminális fele, amit autoinhibíciós doménnek is tartanak [90], több helyen 
foszforilálható. A leginkább jellemzett „gátló” Thr696 oldallánc foszforilációját több 
kináz, például Rho kináz is katalizálhatja, és ez a miozin foszfatáz gátlását okozza  [91-
93]. A gátló hely defoszforilációjáért a PP2A és PP2B foszfatázokat tartják felelősnek 
[94, 95]. A miozin foszfatázt olyan kisméretű inhibitor fehérjék is gátolhatják, mint 
például a CPI-17, amelynek gátló hatását a Thr38 oldalláncán történő, PKC kináz általi 
foszforilációja jelentősen növeli [96].  
A MYPT1-et és a vele jelentős szerkezeti rokonságot mutató további fehérjéket, 
melyek nem a MYPT1 splice variánsai, hanem eltérő gének termékei, az úgynevezett 
MYPT fehérjecsaládba soroljuk (1.3.3 ábra) [16]. A MYPT2, MBS85, MYPT3 és a 
TIMAP feltételezhetően szintén a PP1 regulátoraiként funkcionálnak. Méretben és 
szekvenciában is hasonló a MYPT1-hez a 110 kDa-os MYPT2 [97]. A MYPT1 
simaizomban és nemizom sejtekben, a MYPT2 pedig váz- és szívizomban, valamint az 
agyban expresszálódik dominánsan. Az MBS85 a MYPT1-nél kisebb méretű fehérje, 
amit humán genomi könyvtárból klónoztak. A MYPT1-re jellemző szerkezeti elemeken 




túl, melyek a PP1cβ-hoz való kötődéséhez szükségesek, a Thr696 gátló foszforilációs 
hellyel ekvivalens Thr oldalláncot is tartalmazza [98].  
 
A MYPT3 és a TIMAP mérete 58, illetve 64 kDa. Mindkét fehérjében megtalálható 
az N-terminálishoz közeli PP1c kötőmotívum és az azt követő ankirin ismétlődések [99, 
100]. A MYPT1 Thr696 gátló foszforilációs helyével ekvivalens aminosav oldalláncot 
nem azonosítottak egyik fehérjében sem. C-terminálisuk is eltér a család többi tagjától, 
prenilációs motívumot tartalmaznak, ami plazmamembránhoz való asszociációjukat teheti 
lehetővé. A MYPT3 és a PP1c kölcsönhatását 3T3-L1 adipocita sejtlizátumokban 
mutatták ki [99].  
A TIMAP (TGF-β1 inhibited membrane associated protein) fehérjét glomerulális 
endotél sejtekben azonosították reprezentációs differenciál analízis során [100]. TGF-β1 
jelentősen csökkenti a TIMAP mRNS szintjét, ezért feltételezhető, hogy a TIMAP-nak 
fontos szerepe lehet az endotéliumban történt TGF-β1 okozta változások 
helyreállításában. Más sejttípusokkal összehasonlítva a TIMAP expressziós szintje az 
endotél és hematopoetikus sejtekben igen magas. Patkány szövetek immunhisztokémiás 
festése alapján a TIMAP a vaszkuláris endotéliumban található meg a legnagyobb 
mennyiségben [100].  
 

























A MYPT fehérjékhez való hasonlóság alapján feltételezhető volt, hogy a TIMAP is 
szabályozhatja a PP1c-t, de lehetséges élettani szerepéről és kölcsönható partnereiről 
kevés információ áll rendelkezésre. Élesztő és bakteriális két-hibrid rendszer segítségével 
néhány lehetséges fehérje partnerét azonosították. A 37/67-kDa méretű laminin 
receptorról (LAMR1), ami az extracelluláris mátrix glikoproteinek családjába tartozó 
lamin fehérjékkel áll kölcsönhatásban, közvetett bizonyítékok alapján feltételezték, hogy 
egy TIMAP-függő PP1c szubsztrát lehet [101]. A TIMAP potenciális fehérje 
kölcsönhatásainak fiziológiás jelentőségét azonban nem tanulmányozták. 
 
1.3.3 Protein foszfatáz 2A és a citoszkeleton 
 
Az endotél sejteken PPP gátlószerekkel végzett korai kutatások arra hívták fel a 
figyelmet, hogy az EC citoszkeleton és barrier funkció szabályozásában az MLC 
foszforilációjától független mechanizmusoknak is szerepük van, melyekben a PP2A-nak 
lehet funkciója [85, 102]. A PP2A az MLC defoszforilációjában in vivo nem vesz ugyan 
részt, de több, a citoszkeletonhoz kapcsolódó fehérje defoszforilációját katalizálja [16]. 
 Neuroblastoma sejtekben a vimentin Rho kináz általi foszforilációja következtében 
az intermedier filamentumok felbomlanak, ezt a folyamatot a PP2A teszi reverzibilissé 
[103]. Fibroblaszt sejteket PP2A inhibitorral kezelve ugyancsak vimentin foszforilációs 
szint emelkedést tapasztaltak [104]. Aktin-kötő fehérjéket, kaldezmon, kofilin és HSP27, 
valamint a mikrotubulusokkal asszociálódó tau fehérjét is a PP2A citoszkeletális 
szubsztrátjaiként írtak le más sejttípusokban [105-109]. Az elsősorban idegi sejtekben 
jellemzett tau fehérje foszforilációja befolyásolja a tau mikrotubulusokra kifejtett 
stabilizáló hatását. A tau több foszforilálható Ser oldallánca közül a Ser262-ről 
kimutatták, hogy annak foszforilációja gyakorlatilag megszünteti a tau 
mikrotubulusokhoz való kötődését [110, 111]. A mikrotubulusok és a PP2A közötti 
asszociációt és a PP2A mikrotubulusokat stabilizáló hatását, továbbá ebben a PP2A 
alegység összetételének jelentőségét több munka igazolja [112-115].  
Endotél sejtekben a mikrotubulusok és a PP2A ko-lokalizációját találták, ám 
karcinoma-eredetű angiogenetikus faktorok a PP2A eloszlását diffúzabbá tették, a 
mikrotubulusok pedig feloldódtak [116]. Vaszkuláris endotél sejtekben oxidatív stressz 
következtében a p38 MAP-kináz útvonal aktiválódását, a HSP27 fehérje foszforilációját 
és F-aktin kialakulását figyelték meg [117]. Az előzőekben leírtak alapján a folyamatot a 
PP2A teheti reverzibilissé. Bár a jelátviteli folyamatok részletei még nem ismertek, 




mindezek azt sugallják, hogy a PP2A aktivitás az endotél citoszkeleton szerkezetének 
szabályozásában esszenciális. 
  
1.3.4 Sejtkapcsoló fehérjék és a PPP foszfatázok 
 
Az endotél sejtek adherens és szoros kapcsolatait alkotó fehérjék 
kapcsolódását/kölcsönhatását befolyásolja a résztvevők Ser/Thr és Tyr oldalláncainak 
foszforiláltsága. Akár ugyanazon fehérje Ser/Thr és Tyr foszforilációja is jelentős lehet a 
sejtkapcsoló struktúrák kialakulásában és átrendeződésében. Rekombináns E(epitél)-
kadherin és β-katenin adherens sejtkapcsoló fehérjék felhasználásával kötődési 
vizsgálatokat végeztek. A β-katenin Tyr foszforilációja csökkentette kötődését a 
kadherinhez, ami arra utal, hogy a két fehérje kölcsönhatása foszforilációval szabályozott. 
Mutánsokkal végzett transzfekciós kísérletek eredményeiből továbbá arra következtettek, 
hogy a β-katenin Tyr654 foszforilációja az adherens kapcsolatok felbomlásakor 
következik be [118]. A β-katenin szerkezetében az N- és C-terminális doménjei között 
helyezkedik el egy 12 armadillo ismétlődésből álló központi domén, amely a β-katenin 
fehérje kölcsönhatásaiért felelős [119], és tartalmazza a Tyr654-es oldalláncot is. A 
kadherin fehérje több Ser oldalláncon is foszforilálható kazein kináz II és GSK3β 
kinázokkal [120]. E-kadherin és β-katenin komplex kristályszerkezeti vizsgálatával 
megállapították, hogy az E-kadherin Ser foszforilációja elősegíti a stabil komplex 
kialakulását [121]. A β-katenin fehérjén is számos Ser/Thr foszforilációs helyet 
azonosítottak, melyek a fehérje degradációjában és nukleáris transzportjában játszanak 
szerepet [122]. Kazein kináz I és GSK3β általi foszforilációja a fehérje ubiquitinálásához 
és lebomlásához vezet [123, 124]. PKA és Akt kinázok a β-katenin Ser552 és -675 
oldalláncait foszforilálják, amelynek következtében a fehérje megemelkedett 
transzkripciós aktivitását tapasztalták [125, 126].  
A sejtkapcsoló fehérjék defoszforilációjáról, a szabályozásban szerepet játszó 
protein foszfatázokról azonban keveset tudunk. Okadánsav és calyculin A bőrsejtek sejt-
sejt kapcsolatait felbontotta és a β-katenin Ser/Thr foszforilációs szintje is megnőtt [127]. 
Az alkalmazott PPP toxin inhibitorok koncentrációja azonban nem teszi lehetővé a PP1 és 
a PP2A aktivitások elkülönítését.   
  




1.4 Adaptor fehérjék 
 
A sejtek összetett jelátviteli útvonalai a fehérjék poszttranszlációs módosításán 
alapulnak, ami számos fehérje integrált kölcsönhatását követeli meg. Az adaptor vagy 
állvány fehérjék specifikus fehérje kölcsönhatások, jelátviteli fehérje komplexek 
kialakulását segítik a sejt különböző, de meghatározott szubcelluláris régióiban. 
Enzimatikus aktivitással jellemzően nem rendelkeznek, ellenben lehetővé teszik a 
hozzájuk kötődő más fehérjék párbeszédét, és ezzel a jelátvitelt segítik. A különböző 
adaptor fehérjék előfordulása lehet szövetfüggő, de széles körben is expresszálódhat 
ugyanaz az adaptor. Az adaptor fehérjék domén szerkezete jó összhangban van 
funkciójukkal, különböző fehérje-kötő doméneket tartalmaznak, amelyek a fehérje-
fehérje kölcsönhatásokért felelősek. Ezek a domének specifikus partnerekkel 
kapcsolódhatnak, ezáltal a domén típusa befolyásolja azt is, hogy milyen jelátviteli 
útvonalban vehet részt egy adott állvány fehérje.  
A fejezet az értekezés alapját képező vizsgálatainkban jelentőséggel bíró adaptor 




Az erősen konzervált RACK1 (receptor for activated C kinase 1) adaptor fehérje 
elnevezése az aktív konformációban lévő PKCβII-vel való kölcsönhatására utal [128-
130], de ma már számos egyéb kölcsönható partnere ismert [131-135]. A humán RACK1 
fehérjét a GNB2L1 gén kódolja [136, 137]. A RACK1 mind a hét úgynevezett WD 
ismétlődő szerkezeti eleme ~40 aminosavból áll, melyek többnyire Trp-Asp (WD) 
dipeptiddel végződnek. A fehérje háromdimenziós szerkezetét ez a hét WD ismétlődés 
határozza meg, amelyek propeller-szerűen rendeződnek (1.4.1 ábra) [138]. A WD-
ismétlődésekből álló fehérjék  különböző jelátviteli folyamatokban játszanak szerepet, és 
akár többszörös fehérje kölcsönhatásokra is képesek [139].  
A RACK1 is számos jelátviteli folyamat résztvevője. PKC aktiválás során például a 
Src tirozin kinázzal ko-lokalizál a plazmamembránnál. Egyrészt szubsztrátja, másrészt 
kötődik is a Src-hoz és gátolja annak aktivitását [135, 140, 141]. Stressz hatására a 
RACK1 stressz szemcsékben koncentrálódik és a MAPK útvonalon keresztül gátolja az 
apoptózist [142], de a cAMP/PKA jelátviteli pályával is kapcsolatban áll [143-146]. A 
RACK1több transzmembrán receptorral is kölcsönhat, mint például az androgén receptor 




[131], a β-integrin receptor [147], vagy az inzulin-szerű növekedési faktor receptor (IGF-
1) [148], továbbá ioncsatornákhoz is kötődik [149, 150]. 
 
 
1.4.2 NHERF1/EBP50 és NHERF2 fehérjék 
 
Az NHERF (Na+/H+ exchanger regulatory factor) fehérjecsaládba négy adaptor 
fehérjét sorolnak, ezek az NHERF1/EBP50, az NHERF2/E3KARP, az NHERF3/PDZK1 
és az NHERF4/IKEPP. A család tagjai kettő vagy négy PDZ fehérje interakciós domént 
tartalmaznak (1.4.2 ábra) [151, 152]. A domén elnevezése arra a három fehérjére utal, 
amelyekben először azonosították: PSD-95 (post-synaptic density protein of 95 kDa), Dlg 
(Drosophila discs large protein) és ZO1 (zonula occludens 1). Ez a ~90 aminosavból álló 
domén szekvencia-függő módon kötődhet célfehérjéi C-terminális részéhez és összekötő 
kapocsként működik a fehérje-fehérje kölcsönhatásokban, de homodimerizációra is képes 
[153-155]. Az NHERF fehérjéket elsődlegesen az Na+/H+ cserélő-3 (NHE3) fehérjére 
kifejtett esszenciális szabályozó szerepük kapcsán tanulmányozták epitél sejtekben [156, 
157]. Egyre inkább elfogadott az a nézet, hogy a sejt más jelátviteli folyamataiban is 
közreműködnek, erre utal többféle elnevezésük is [158-160]. 
Az EBP50 és az NHERF2 elsődleges szekvenciája 57%-ban azonos, domén 
szerkezetük pedig egyforma (1.4.2 ábra) [161, 162]. Az EBP50 és az NHERF2 is 
 
1.4.1 ábra A RACK1 β-propeller szerkezete. Az ábra alsó részén a humán RACK1 aminosav 
szekvenciájában a hét WD ismétlődés színes betűkkel van kiemelve. 
Adams (2011) 




esszenciális komponense az NHE3/ezrin/cAMP függő protein kináz II multifehérje 
komplexnek, amely az iontranszportot az NHE3 foszforilációjával gátolja [163, 164]. 
Valószínűnek tartják, hogy az EBP50 és az NHERF2 szerepe az NHE3 szabályozásában 
szerv- és szövetspecifikus [165].  
 
Az EBP50 fehérje több kinázzal is foszforilálható, a foszforiláció pedig 
befolyásolhatja a fehérje kölcsönhatásait. A Ser337/Ser338 PKC általi foszforilációja 
elősegíti az adaptor fehérje oligomerizációját [166]. A G-fehérjéhez kötött receptor kináz 
6A pedig a Ser289 foszforilációjáért felelős, ami a PDZ domének kölcsönhatásait segíti 
[167, 168]. Az EBP50 Ser279 és Ser301 oldalláncait a mitózis során a ciklin dependens 
kináz 1 (Cdk1) foszforilálja, ami a fehérje oligomerizációját gátolja, viszont elősegíti 
kölcsönhatását más fehérjékkel [169]. Az EBP50 foszforiláltsága és a mikrovillusok 
kialakulása/átrendeződése között is találtak kapcsolatot [170]. Az EBP50-et defoszforiláló 
protein foszfatázokat azonban még nem azonosították. Az NHERF2 fehérjében az 
EBP50-nel homológ foszforilációs helyek nem találhatóak meg, foszforilációjáról nem 
tudunk.  
Az EBP50 és az NHERF2 azonos abban, hogy C-terminális ERM (ezrin-radixin-
moezin)-kötő doménjük van (1.4.2 ábra), ami az NHERF család többi tagjától eltérő 
szerkezeti elem [152, 171]. Az EBP50 (ERM-binding phosphoprotein 50) név is az ERM 
fehérjékkel való kölcsönhatásra utal [172]. Az EBP50, NHERF2 és ERM fehérjék 
sejttípustól függő eltérő expressziós szintje alapján feltételezhető, hogy az NHERF és az 
ERM fehérjecsaládok interakcióiban az egyes fehérjék preferált kölcsönhatásokban 
vesznek részt [173]. 
 
1.4.2 ábra Az NHERF fehérjék domén szerkezete. 
Cunningham (2010) 




1.4.3 Az ERM fehérjék 
 
Az ERM fehérjék a plazmamembrán és az aktin citoszkeleton közötti kapcsoló 
fehérjék, ezáltal a sejtkortex stabilizálásában vesznek részt, de jelátviteli folyamatokat is 
koordinálnak [171]. Közvetlenül kötődhetnek transzmembrán fehérjékhez, adhéziós 
molekulákhoz, de a membránnal való kölcsönhatásukban gyakran adaptor fehérjék is 
szerepet játszanak, mint például az EBP50 és az NHERF2 [174]. Emlősökben az ezrin, 
radixin és moezin fehérjét három különböző gén kódolja. A fehérjék elsődleges 
szerkezete nagyon hasonló, domén felépítésük megegyező (1.4.3 ábra) [175]. Ennek 
ellenére, szövetspecifikus megjelenésük és néhány egyéb eltérés alapján feltételezik, hogy 
 
élettani funkcióikban eltérések lehetnek [171]. N-terminális végükön egy FERM/ N-
ERMAD (Four-point-one, Ezrin, Radixin, Moezin/amino-ERM association domain) 
domén van, ezt egy α-helikális domén követi, aminek a PKA-val való kölcsönhatásban 
van jelentősége [176], végül C-terminális részükön található a C-ERMAD (carboxy-ERM 
association domain) domén. A N-ERMAD és C-ERMAD domének között 
intramolekuláris kölcsönhatás alakulhat ki, ami a kötődő felszíneket más fehérjékkel való 
kölcsönhatás elől elrejti, így az ERM fehérjéket inaktív formában tartja a citoplazmában. 
Az ERM fehérjék C-ERMAD részükön egy konzervált Thr oldalláncot tartalmaznak 
(ezrin: Thr576, radixin: Thr564, moezin: Thr558) [171]. Ennek a Thr oldalláncnak a 
foszforilációja például Rho kináz, PKCα vagy PKCθ által konformáció változást okoz, az 
intramolekuláris kölcsönhatás megszűnik, a fehérje kinyílik és aktív, kölcsönhatásra 
 


















képes formába kerül. A N-ERMAD transzmembrán fehérjék (pl. CD44, ICAM) 
intracelluláris részéhez vagy állványfehérjékhez kötődhet a citoplazmában, a C-ERMAD 




A tüdő működésében meghatározó jelentőségű a vaszkuláris endotél sejtek 
citoszkeleton szerkezete és az endotél barrier/gát funkció. A tüdő érrendszerének 
rendkívül nagy felülete az EC barrier különösen érzékeny szabályozottságát igényli. A 
vaszkuláris permeabilitás szignifikáns és hosszan tartó megemelkedése a gyulladásos 
betegségek egyik legfőbb tünete.  
Az endotél barrier funkció mechanizmusának megismerésére irányuló eddigi 
kutatások annak összetett jelátviteli folyamatokon keresztül történő szabályozását 
igazolták. Bár ezekről a jelátviteli pályákról ismereteink még hiányosak, a reverzibilis 
fehérje foszforiláció jelentősége nem kétséges. Az értekezésben összefoglalt kísérletes 
munka során a miozin könnyűlánc kináz (MLCK), valamint a protein foszfatáz 1 és 2A 
(PP1 és PP2A) enzimek szabályozását, funkcióját, lehetséges szubsztrátjait, regulátor 
alegységeit és fehérje kölcsönható partnereit tanulmányoztuk tüdő artéria endotél 
sejtekben, hogy a vaszkuláris endotél sejtek fiziológiai működését jobban megérthessük.  
Vizsgálataink fő célkitűzései, megválaszolandó kérdései az alábbiak voltak: 
 
 Szerepe lehet-e az endotél miozin könnyűlánc kináz szabályozásában az enzim 
tirozin foszforilációjának? 
 A miozin foszfatáz (PP1-MYPT1) jellemzése tüdő artéria endotél sejtekben: 
 Hogyan befolyásolja a PP1 katalitikus és MYPT1 regulátor alegység az 
endotél barrier funkciót?  
 A MYPT1 milyen izoformái vannak jelen az endotél sejtekben?  
 Az endotél sejtekben magas szinten expresszálódó TIMAP fehérje 
tanulmányozása: 
 A TIMAP fehérje a PP1 enzim regulátor alegysége? A TIMAP és a PP1 
katalitikus alegysége közötti kölcsönhatás vizsgálata.  
 Mi a TIMAP élettani funkciója a vaszkuláris endotéliumban? 




 A PP2A enzim lehetséges szerepének tanulmányozása az endotél 
citoszkeleton, sejtkapcsoló struktúrák és barrier funkció szabályozásában. 
 Milyen, a citoszkeleton szerkezetét és az endotél barriert befolyásoló 
fehérjék foszforilációs szintjének szabályozásában vesz részt a PP2A a 
vaszkuláris endotéliumban? 
 A PP1 és PP2A fehérje-partnereinek vizsgálata tüdő endotél sejtekben és a 
kölcsönhatások jelentőségének feltárása.  
 A TIMAP új kölcsönható fehérje-partnerének azonosítása. Hogyan 
befolyásolja a kölcsönható partner a PP1c aktivitását és az endotél barrier 
funkciót? 
 NHERF adaptor fehérjék tanulmányozása endotél sejtekben. Melyik 
Ser/Thr-specifikus protein foszfatáz típus felelős az ERM fehérjékhez kötődő 
EBP50 fehérje defoszforilációjáért?  
 
A felhasznált társszerzős közleményekből kizárólag olyan eredmények szerepelnek az 
értekezésben, melyek tervezéséhez és kivitelezéséhez a szerző jelentősen hozzájárult. 
A korábbi és újabb közlemények eredményei a logikai összefüggések miatt eredeti 
üzenetük megtartásával néhány helyen átcsoportosításra kerültek.  
  




3. ANYAGOK ÉS MÓDSZEREK 
 
A kísérletekhez használt anyagok, vegyszerek, antitestek, gátlószerek és 
oligonukleotid primerek részletes listája az értekezés alapját képező vonatkozó 
közleményekben megtalálható. Hasonlóan, az adott kísérletekhez alkalmazott módszerek 
részletes leírása is fellelhető a közleményekben. Az alábbiakban összegyűjtött kísérleti 
metodika az alkalmazott módszereket általánosan mutatja be. A megadott térfogat, 
koncentráció és egyéb adatok a konkrét kísérlet jellegétől függően némileg változhattak, 
egyrészt a kiindulási minta mennyisége, másrészt optimalizálás következtében.  
3.1 Pufferek, oldatok 
1xPBS: 20 mM Na2HPO4, 115 mM NaCl, pH 7,4 
1xPBST: 20 mM Na2HPO4, 115 mM NaCl, 0,1% Tween-20, pH 7,4 
1xTBS: 25 mM Tris-HCl, 0,15 M NaCl, pH 7,5 
1xTBST: 25 mM Tris-HCl, 0,15 M NaCl, 0,1% Tween-20, pH 7,5 
SDS-PAGE futtató puffer: 25 mM Tris, 192 mM glicin, 0,25 mM SDS 
5xSDS mintapuffer: 50% glicerin, 10% SDS, 310 mM Tris, 100 mM DTT, 0,01% 
brómfenolkék  
Transzfer puffer: 120 mM Tris-HCl, 40 mM glicin, 20 v/v% metanol  
3.2 Sejtvonalak 
A kísérleteinkhez felhasznált marha tüdő artéria endotél sejteket (BPAEC) a 8. 
illetve a 16. passzálásnál szereztük be az American Type Culture Collection-től (ATCC, 
sejtvonal CCL-209) és 15-22 passzálásig használtuk fel. A sejteket 10, illetve 20% 
hőinaktivált FBS tartalmú, a forgalmazó által javasolt médiumban tenyésztettük.  
A humán tüdő artéria endotél sejteket (HPAEC) (sejtvonal: CC-2530) és a humán 
tüdő mikrovaszkuláris sejteket (HLMVEC) a 3. passzálásnál szereztük be (Lonza), és a 
forgalmazó által javasolt EGM-2 SingleQuots növekedési faktorokkal komplettált EGM-2 
Endothelial Cell Growth médiumban tenyésztettük és a 8. passzálásig használtuk fel. 
Az MCF7 sejteket a European Collection of Cell Cultures (ECACC) cégtől 
vásároltuk, és komplett MEM médiumban tenyésztettük. A Cos-7, HeLa és HEK 293T 
sejteket az ATCC-től és az ECACC-től szereztük be, és 10% hőinaktivált FBS és 1% nem 
esszenciális aminosavat tartalmazó DMEM médiumban tenyésztettük.  




3.2.1 Sejtek szinkronizálása 
A marha tüdő artéria endotél sejteket kettős timidin blokkal szinkronizáltuk G1/S 
fázisban. A sejteket 16 órán keresztül 2 mM timidin tartalmú tápoldatban tartottuk, majd 
médiumot cseréltünk és 8 órán keresztül komplett médiumban tenyésztettük. Az első 
blokk után a teljes G1/S blokkot 16 órán keresztül 2 mM timidin tartalmú tápoldatban 
való kezeléssel kaptuk. A sejteket a G2/M fázisban való szinkronizációhoz 80 ng/ml 
nokodazollal kezetük 14-16 órán át.  
3.3 DNS könyvtárszűrés 
Random hexamer és oligo-(dT) primerekkel készült HUVEC λ gt11 cDNS 
könyvtárból (Dr. David Ginsburg, University of Michigan) az adott génre specifikus 
radioaktívan jelzett DNS fragmentumok felhasználásával háromszoros szűrés után 
izoláltunk klónokat [177], melyeket plazmid vektorokba szubklónoztunk. 
3.4 DNS konstruktok előállítása 
Bakteriális és emlős fehérje expresszióhoz a DNS konstruktok előállítása HPAEC-
ből vagy HUVEC-ből izolált totál RNS mintából RT-PCR-ral, illetve a rendelkezésre álló 
kódoló DNS szakaszokból PCR-ral előállított DNS fragmentumok megfelelő expressziós 
vektorokba való szubklónozásával történt. A reverz transzkripcióhoz oligo-(dT) vagy a 
sokszorosítandó DNS szekvenciája alapján tervezett primert alkalmaztunk. A PCR-hoz 
szintén az adott DNS-re specifikus primereket használtunk, melyek 5’ végére a 
szubklónozáshoz szükséges restrikciós hasítási helyeket terveztünk. A kódoló DNS 
fragmentumok és a megfelelő vektor restrikciós hasítása, majd ligálást követően a 
rekombináns vektorokat JM109 plazmidfenntartó E. coli-ba transzformáltuk. 
  
3.5 Rekombináns fehérjék termeltetése 
3.5.1 Rekombináns fehérjék előállítása baktériumban 
Az adott fehérjét kódoló DNS inzertet tartalmazó pGEX-4T rekombináns plazmidot 
E. coli-ba (BL21 (DE3)) transzformáltuk és az expresszió körülményeit (hőmérséklet, 
IPTG indukció) optimalizáltuk. A fehérje termeltetése után az összegyűjtött baktériumot 
lízis pufferben (50 mM Tris-HCl, pH 7,5, 0,1% Tween 20, 0,2% 2-merkaptoetanol és 
proteáz inhibitorok) szonikálással tártuk fel, majd affinitás kromatográfiával izoláltuk a 




rekombinánsok fúziós GST tag részét felhasználva glutation Sepharose 4B-vel (GE 
Healthcare, Piscataway, NJ) a gyártó utasításait követve. A kötődő fúziós fehérjét 10 mM 
glutationt tartalmazó 50 mM Tris-HCl, pH 8,0 pufferrel eluáltuk. 
A GST-moezinről a GST-tag eltávolítását proteolitikus hasítással végeztük a gyártó 
cég leírása szerint. 100 µg GST-moezin fúziós fehérjét glutation Sepharose-hoz kötöttünk 
és szobahőmérsékleten 16 órán át 1x PBS-ben oldott 1 U trombin proteázzal inkubáltuk. 
A hasítást követően a mintát centrifugáltuk, a felülúszóból a moezin mellől a trombin 
eltávolítása p-aminobenzamidin-agarózzal történt.  
3.5.2 Rekombináns fehérjék tranziens overexpressziója emlős sejtekben 
A megfelelő rekombináns emlős expressziós plazmidokat FuGene, PEI vagy 
Lipofectamine transzfekciós reagensekkel juttattuk a sejtekbe a gyártók ajánlása szerinti 
optamilizált körülményeket alkalmazva. A sejteket a transzfekció után 24-72 órában 
használtuk fel. 
3.5.3 Bakulovírus és adenovírus expressziós rendszerek 
3.5.3.1 MLC és MLCK bakulovírus expressziója 
Az MLC, EC MLCK-1, -2 és SM MLCK fehérjéket Bac-To-Bac bakulovírus 
expressziós rendszerrel (Life Technologies) termeltettük a gyártó leírása szerint. A 
kódoló DNS szakaszokat pFastBac Hta bakulovírus donor plazmidba szubklónoztuk, ami 
olyan Tn7 elemeket tartalmaz, amelyek lehetővé teszik a közéjük inzertált gén irányított 
transzpozícióját a bakulovírus genomba. A rekombináns donor plazmidot DH10Bac E. 
coli-ba transzformáltuk, mely tartalmazta a bakmidot és a tranzpozícióhoz szükséges 
fehérjét kódoló segéd plazmidot. Ezt követően az expresszálandó fehérjék kódoló 
szekvenciáját tartalmazó bakmiddal Sf9, illetve Hi5 rovarsejteket transzfektáltunk, majd 
48-72 órával később a tenyésztő folyadékba került rekombináns bakulovírust 
összegyűjtöttük. A fehérjék termeltetéséhez 2x106 rovarsejt/ml szuszpenziós kultúrát 
infektáltunk a bakulovírussal. Az optimális MOI (multiplicity of infection, 0,1-10) és a 
fertőzést követő tenyésztési idő (2-4 nap) a fehérjéktől függően változó volt. Ezután a 
rovarsejteket centrifugálással összegyűjtöttük, és felhasználásig -80 oC-on tároltuk. A 
feltárt és centrifugálással előtisztított mintákból a His-taggel ellátott rekombináns 
fehérjéket affinitás kromatográfiával izoláltuk Ni-NTA oszlopon (Qiagen). 




3.5.3.2 PP2A alegységek és aktív MYPT1 expressziója adenovírus expressziós 
rendszerrel 
A PP2A C katalitikus és A regulátor alegységének endotél sejtekben történő 
overexpressziójához AdEasy adenovírus expressziós rendszert (Stratagene) alkalmaztunk 
a gyártó leírása szerint. A fehérjéket kódoló DNS-eket pShuttle-Ires-hrGFP-2-HA 
plazmidba szubklónoztuk, majd azokból homológ rekombinációval pAdEasy-1 virális 
plazmid vektor felhasználásával adenovirális rekombináns plazmidokat hoztunk létre. A 
linearizált plazmidokkal AD-293 (Stratagene) sejteket transzfektáltunk és a 10 napos 
tenyésztést követően nyers vírus preparátumot készítettünk, amellyel AD-293 sejteket 
infektáltunk. A kinyert vírusokat két egymást követő infekcióval tovább szaporítottuk, 
majd a gyártó leírása szerint tisztítottuk a vírust, a vírustiter 1010-1011 pfu/ml volt. Az 
endotél sejteket ~90%-os konfluencia elérése után fertőztük (MOI≈10) és a tápoldat 
kétszeri cseréjével 48 órán át tenyésztettük, majd ECIS mérésekben (3.11 fejezet) 
használtuk fel. Kontroll kísérletekben Western blot és immunfluoreszcencia segítségével 
ellenőriztük a fehérjék expresszióját.  
A konstitutívan aktív MYPT1 mutáns (1-300 aminosavak) endotél sejtekben történő 
termeltetésére alkalmas adenovírust (MOI≈20) Dr. Fulton (Georgia Health Sciences 
University) bocsátotta rendelkezésünkre.  
 
3.6 Fehérjék sejten belüli lokalizációjának vizsgálata 
3.6.1 Immunfluoreszcens vizsgálatok 
A 0,2% zselatinnal borított üveg fedőlemezeken tenyésztett sejteket 1x PBS oldattal 
mostuk, majd 3,7% formaldehidet tartalmazó 1xPBS-ben fixáltuk 10-15 percig. A 
fedőlemezeket minden lépést követően háromszor mostuk 1xPBS-sel (foszfo-specifikus 
antitestek esetében PBS helyett TBS puffert alkalmaztunk) és az egész folyamat 
szobahőmérsékleten történt. A sejteket 0,25-0,5% Triton X-100 tartalmú 1xPBS/TBS-sel 
permeabilizáltuk, azután 2% BSA-t tartalmazó 1xTBST-vel blokkoltuk 30 percig. Az 
elsődleges és másodlagos antitestekkel, melyeket a blokkoló oldatban hígítottunk, 1 órán 
át inkubáltuk a sejteket. Mosást követően a fedőlemezeket ProLong Gold Antifade 
(Molecular Probes) médiummal tárgylemezekre rögzítettük. A másodlagos antitestek 
aspecifikus kötődését kontroll kísérletekben ellenőriztük. 




Felvételek készítéséhez Nikon Eclipse TE300 és Carl Zeiss Axiolab-20 
mikroszkópot, illetve Olympus Fluoview FV1000 és Leica TCS SP8 konfokális 
mikroszkópokat alkalmaztunk. Kettős jelölés esetén a felvételek páronként, a minták 
azonos részletéről készültek. 
EBP50 és PP2Ac fehérjék immunfluoreszcenciával vizsgált ko-lokalizációját a 
Pearson-féle kereszt-korrelációs faktor meghatározásával értékeltük [178]. 
 
3.6.2 Immunhisztokémia 
Paraffinba ágyazott humán bőr szeletekből (5 µm) xilénnel kivontuk a paraffint, 
majd az újra hidratált mintákat PBS-ben tartottuk 10 percig. Ezután 15 percig 3% H2O2 
tartalmú metanolban blokkoltuk a peroxidáz aktivitást, és mosás után kuktában 0,01 M 
nátrium-citrátban (pH 6,0) hevítettük két percig, majd 1% BSA tartalmú PBS pufferrel 
blokkoltuk a mintákat 1 órán keresztül. Az EBP50-re specifikus antitesttel egy éjszakán át 
4 oC-on, a másodlagos antitesttel pedig 2 óráig szobahőmérsékleten inkubáltuk a 
mintákat. Mosást követően a fedőlemezeket DAPI-t tartalmazó ProLong Gold Antifade 
(Molecular Probes) médiummal tárgylemezekre rögzítettük. 
3.6.3 Sejtfrakcionálás 
A sejtek citoplazma és sejtmag frakcióinak előállítását ProteoJETTM Cytoplasmic 
and Nuclear Protein Extraction Kit (Thermo Scientific) felhasználásával, a gyártó 
ajánlása szerint végeztük. A frakcionálás hatékonyságát immunoblottal ellenőriztük, β-
tubulin elleni antitestet használtunk citoplazma markerként és lamin A/C elleni antitestet 
magi markerként.  
A membrán frakció kinyeréséhez ProteoJET™ Membrane Protein Extraction Kit-et 
(Thermo Scientific) használtunk a gyártó által ajánlott leírásnak megfelelően. A membrán 
frakció tisztaságát CD31 elleni antitesttel ellenőriztük.  
Endotél sejtek mikrotubulusban gazdag, citoszkeleton (F-aktinban gazdag) és 
citoszól frakcióit, illetve miozinban gazdag és miozinra depletált frakcióit Verin és mtsai 
módszerével állítottuk elő [86, 179]. A citoszól, tubulin, aktin és intermedier 
filamentumokban (vimentin) gazdag frakciókat Ding és mtsai módszerével [180] 
választottuk el az endotél sejtekből. 
 




3.7 In vitro kináz és foszfatáz reakciók 
3.7.1 MLCK aktivitás mérése 
Az MLCK immunprecipitátumot vagy a tisztított rekombináns MLCK-t 50 mM 
MOPS, pH 7,4, 10 mM magnézium-acetát, 8 mM 2-merkaptoetanol és 1 mg/ml BSA 
összetételű pufferben hígítottuk. Szubsztrátként rekombináns MLC-t és 0,1 mM [γ-
32P]ATP-t alkalmaztunk 25 oC-on az előző pufferben, melyet 0,3 mM CaCl2-dal és 1 mM 
kalmodulinnal egészítettünk ki. A kináz aktivitását az MLC szubsztrátba beépült 32P 
alapján, a kinetikai paramétereket pedig SigmaPlot alkalmazásával határoztuk meg. A 




3.7.2 Foszforilált fehérjék előállítása 
 
Az MLCK (0,1mg/ml) tirozin foszforilációját 75 U/ml p60Src (Upstate) kinázzal 
végeztük [γ-32P]ATP-vel, Mg2+ jelenlétében a gyártó leírása szerint. A p60Src gátlására 
500 nM PP-2 (Calbiochem) gátlószert alkalmaztunk a mérési közegben.  
32P-vel jelölt foszfo-MLC szubsztrátot Kiss és mtsai [182] módszerét követve 
állítottunk elő.  
A moezin foszforilációja (0,5 mg/ml) 0,2 mM ATP jelenlétében Rho kinázzal (0,4 
U/ml, Upstate) történt a gyártó által javasoltak szerint 25 mM glicerofoszfát, 0,5 mM 
EGTA, 0,5 mM DTT, 1 µM mikrocisztin LR és 5 mM MgCl2 tartalmú 20 mM MOPS 
pufferben, pH 7,2. 
Vad típusú GST-TIMAP in vitro tiofoszforilációja során a PKA katalitikus 
alegységével (200 U/mg szubsztrát) foszforiláltunk 50 mM Tris-HCl, pH 7,5; 1 mM 
benzamidin, 1 mM PMSF, 2 mM DTT, 1 mM EGTA, 10 mM NaF, 0,05 mM Na-vanadát, 
25 mM MgCl2 és 0,5 mM ATP-γ-S összetételű pufferben a forgalmazó leírása szerint. A 
kétszeresen tiofoszforilált GST-TIMAP előállításához a már PKA-val tiofoszforilált GST-
TIMAP-ot GSK3β kinázzal (500 U/mg szubsztrát) tiofoszforiláltuk 20 mM Tris-HCl-ot 
pH 7,5, 10 mM MgCl2-ot, 5 mM DTT-t és 0,2 mM ATP-γ-S-t tartalmazó pufferben. A 
GST-TIMAP tiofoszforilált formáit felületi plazmon rezonancia és foszfatáz aktivitás 
mérésekben használtuk fel.  




3.7.3 Protein foszfatázok aktivitás mérése 
3.7.3.1 Protein foszfatáz 2A 
PP2A katalitikus és/vagy A alegységét overexpresszáló endotél sejtekhez lízis 
puffert (50 mM Tris, pH=7,5, 0,1 mM EDTA, 28 mM 2-merkaptoetanol) adtunk és 
szonikáltuk a mintákat. A foszfatáz aktivitást 5 µM [32P]-MLC szubsztráttal határoztuk 
meg [86]. A PP1 és PP2A enzimek aktivitásának elkülönítéséhez a méréseket 1 nM 
okadánsav jelenlétében és távollétében is elvégeztük, ami ebben a koncentrációban csak a 
PP2A-t gátolta. A PP2A aktivitását a két mérés különbségéből számítottuk ki, és a 
kontroll mintákhoz viszonyítva, százalékosan adtuk meg. 
3.7.3.2 TIMAP-PP1c 
10 pmol rekombináns PP1cβ-t 10 percen át 30oC-on előinkubáltunk 50 mM Tris, 
pH=7,5, 0,1 mM EDTA, 28 mM 2-merkaptoetanol pufferben 10 pmol vad típusú vagy 
mutáns GST-TIMAP, továbbá egyszeresen vagy kétszeresen tiofoszforilált GST-TIMAP, 
valamint GST fehérje jelenlétében és távollétében. A foszfatáz reakciót a P-moezin 
szubsztrát hozzáadásával indítottuk, amit 30 perc után forró 5xSDS mintapufferrel 
állítottunk le, és a mintákat 10 percig forraltuk. Ezt követően a P-moezin foszforilációs 
szintjét Western blot kísérletben ellenőriztük foszfo-ERM-re specifikus antitesttel. Az 
eredmények értékelése ImageJ 1.42q programmal történt. 
 
3.8 Fehérje elválasztás és detektálás 
3.8.1 Urea gélelektroforézis 
Az MLC foszforilálatlan, egyszeresen, illetve kétszeresen foszforilált formáit EC 
lizátumból Garcia és mtsai [74] módszere szerint urea-PAGE módszerrel választottuk el a 
foszforilált formák nagyobb mozgékonysága, látszólagosan kisebb molekulatömege 
alapján, majd Western blottal, az MLC elleni specifikus antitest felhasználásával tettük a 
fehérjesávokat láthatóvá.  
3.8.2 SDS-PAGE és Western blot 
A fehérjék méret szerinti elválasztását 7-12%-os SDS-poliakrilamid 
gélelektroforézissel (SDS-PAGE), Bio-Rad készülékkel végeztük [183]. A gélek 




töménységét a vizsgálni kívánt fehérje mérete alapján határoztuk meg. A géleken a 
fehérje sávokat Coomassie Brillant Blue vagy Blue Silver festéssel tettük láthatóvá. 
Az SDS-PAGE-vel elválasztott fehérjéket nitrocellulóz membránra blottoltuk Bio-
Rad készülékkel. A membrán kötőhelyeinek blokkolása (5% sovány tejport vagy 1% 
BSA-t tartalmazó PBST vagy TBST pufferben, 2 h) után a vizsgált fehérje elleni 
specifikus antitesttel, majd a megfelelő peroxidázzal jelzett másodlagos antitesttel 
inkubáltunk a gyártó által ajánlott hígításban PBST pufferben, illetve foszfo-specifikus 
antitestek esetében TBST-ben. Az immunreaktivitást mutató fehérjesávokat 
kemilumineszcencián alapuló ECL reagenssel hívtuk elő, az eredményt röntgenfilmen, 
vagy Alpha Innotech FluorChem® FC2 Imager segítségével rögzítettük. 
 
3.9 Fehérje csendesítés 
PP2A Bα, TIMAP, RACK1 és NHERF2 csendesítéséhez az endotél sejtekben az 
adott fehérjére specifikus siRNS-eket (optimalizált koncentrációban), kontrollként ON-
TARGETplus siCONTROL nontargeting pool-t alkalmaztunk. A transzfekcióhoz 
DharmaFECT-4 (Thermo Fisher Scientific) reagenst használtunk szérummentes 
tenyésztőfolyadékban, melyet 6 óra elteltével komplett médiumra cseréltünk. A sejteket 
48-72 órás további tenyésztés után használtuk fel. 
 
3.10 Fehérje kölcsönhatások tanulmányozása 
3.10.1 GST pull-down 
A GST-taggel fúzionált fehérjéket tartalmazó baktériumokat 600 µl hideg lízis 
pufferben (50 mM Tris-HCl (pH 7,5), 0.1% Tween 20, 0,2% 2-merkaptoetanol, proteáz 
inhibitorok) szonikáltuk (2x45s). A lizátumot 12 000 g-n, 15 percig centrifugáltuk, majd a 
felülúszóhoz 50 µl glutation Sepharose 4B-t adtunk, és 4oC-on lassú forgatás mellett 
immobilizáltuk a fehérjéket. A nem, vagy aspecifikusan kötődő fehérjéket mosással 
eltávolítottuk.  Az endotél sejteket 600 µl hideg lízis pufferben felkapartuk, szonikáltuk, 
majd centrifugáltuk. A felülúszót a Sepharose-on immobilizált fehérjékhez adtuk, majd 2-
6 órán át hidegben forgattuk. Újabb mosások után a mintákat 1xSDS mintapufferrel 
főztük. 




3.10.2 Anti-V5 agaróz affinitás kromatográfia 
BPAEC vagy HEK sejteket a vizsgálni kívánt fehérjék pcDNA3.1 V5-His 
konstruktjaival traszfektáltunk. A transzfekció után 24-48 órával a sejteket kétszer 
mostuk jéghideg PBS-sel, majd 600 µl lízis pufferben szonikáltuk. Centrifugálás után a 
felülúszóhoz 50 µl anti-V5 konjugált agarózt adtunk, és a V5-fúziós rekombináns fehérjét 
5 óra 4oC-on történő inkubálással immobilizáltuk. Mosások után 1xSDS mintapufferrel 
történő főzéssel eluáltuk a kötődő fehérjéket. HEK-ben történt overexpresszió esetén az 
immobilizált rekombinánst pull-down kísérletben BPAEC lizátummal inkubáltuk, majd 
mosások után szintén SDS mintapufferrel való főzéssel eluáltuk a fehérjéket. 
3.10.3 Immunprecipitáció 
100 mm átmérőjű sejttenyésztő edényekben tenyésztett endotél sejteket háromszor 
mostuk 1x PBS-sel, majd 600 µl immunprecipitációs pufferben (20 mM Tris-HCl, pH 
7,4, 150 mM NaCl, 2 mM EDTA, 2 mM nátrium-vanadát, 1% NP-40) tártuk fel. A 
lizátumot centrifugáltuk (10 000g, 15 perc, 4oC), majd a felülúszóhoz 50 μl Protein G 
Sepharose-t (GE Healthcare) adtunk és 3 órán át, 4 °C-on kevertettük, hogy az 
aspecifikusan kötődő fehérjéket eltávolítsuk. A Protein G Sepharose-t centrifugálással 
eltávolítottuk, és az előtisztított felülúszót 10-15 µg specifikus antitesttel inkubáltuk 1 
órán át 4 °C-on, majd 50 µl friss Protein G Sepharose-zal egy éjszakán keresztül, állandó 
keverés mellett. Mosást követően a Sepharose-hoz 150 µl 1xSDS mintapuffert adtunk, 
főztük 10 percig és centrifugáltuk. A felülúszót Western blottal vizsgáltuk. 
Az MLCK immunprecipitációja során Protein G helyett Pansorbint használtunk, 
továbbá kétféle immunprecipitációs puffert alkalmaztunk. Nem-denaturáló körülmények 
esetén: 1% NP-40, 20 mM MOPS, pH 7,0, 25 mM MgCl2, 10% glicerin, 0,5 mM EGTA; 
míg denaturáló körülmények esetén: 1% SDS, 1 mM EDTA, 1 mM EGTA, 50 mM NaF, 
10 mM nátrium-pirofoszfát, 0,2 mM nárium-vanadát, 14 mM 2-merkaptoetanol PBS-ben. 
3.10.4 Felületi plazmon rezonancia 
A TIMAP különböző formái és a PP1c közötti kölcsönhatást felületi plazmon 
rezonancia (SPR) mérésekkel vizsgáltuk Biacore 3000 készülékkel. A karboxi-metil 
dextrán típusú CM5 szenzor chip felületét 200 mM 1-etil-3-(3- dimetilaminopropil)-
karbiimid és 50 mM N-hidroxi-szukcinimid összetételű oldat injektálásával aktiváltuk, 
majd 10 mM Na-acetát (pH 5,0) pufferben oldott 30 µg/ml végkoncentrációjú anti-GST 




antitestet kötöttünk hozzá az antitest aminocsoportokat tartalmazó oldalláncainak 
kapcsolásával. A fennmaradó reaktív csoportokat 1 mM etanolamin (pH 8,5) 
injektálásával blokkoltuk. A felület előkészítése és a mérések kivitelezése során egyaránt 
10 µl/perc áramlási sebességet alkalmaztunk. Ezt követően immobilizáltuk a GST, illetve 
a GST-fúziós TIMAP (vad típusú nem foszforilált-, egyszer foszforilált (S337)-, 
kétszeresen foszforilált (S333, S337), valamint mutáns, ∆1-71 as) fehérjéket 25 mM Tris-
HCl (pH 7,4), 0,15 M NaCl, 1 mM DTT, 2 mM MnCl2 és 0,05 % Surfactant P20 
összetételű pufferben. A kötődött fehérjék mennyiségét a rezonancia jel (SPR válasz 
egység, RU) növekedésének mértékéből becsültük meg. A vad típusú és mutáns GST-
TIMAP-ból körülbelül 1400-1500 RU immobilizálása történt, ami ~1,5 ng fehérjének 
felel meg. A másik mérési sorozatban a TIMAP és foszforilált formáinak immobilizált 
mennyiségei a következőek voltak: GST-TIMAP 420-550 RU, egyszer foszforilált GST-
TIMAP 330-400 RU, kétszer foszforilált GST-TIMAP 300-370 RU.  
A kölcsönhatás kinetikai paramétereinek (asszociációs és disszociációs sebességi 
állandók) meghatározására rekombináns PP1c-t injektáltunk a felszínre növekvő 
koncentrációban, az immobilizált fehérjék feloldására használt pufferben. A fehérjék 
asszociációját 7 percig követtük, a disszociációs fázisban pedig csak puffert injektáltunk 5 
percig. Az azonos módon kezelt kontroll (csak GST-t tartalmazó) felületekre kapott jelet 
kivontuk a GST-TIMAP ligandumokkal borított felszíneken kapott értékekből. Az idő 
függvényeként ábrázoltuk az immobilizált fehérjékhez kötődött PP1c mennyiségét (RU). 
A növekedési görbék (szenzogrammok) kiértékelését BIAevalution 3.1 szoftver (Biacore) 
segítségével végeztük egyszerű 1:1 arányú Langmuir kölcsönhatási modell 
alkalmazásával [184]. 
 
3.10.5 LC-MS/MS analízis 
A GST pull-down során nyert fehérjéket SDS-PAGE-vel elválasztottuk, majd nagy 
érzékenységú, Coomassie típusú, Blue Silver oldattal festettük. A vizsgálni kívánt 
fehérjesávokat tartalmazó géldarabot kivágtuk, és tömegspektrometriás analízis céljából 
elküldtük Dr. Janáky Tamásnak (Szegedi Tudományegyetem). Az eredményeket 








3.11 Endotél sejtek ECIS vizsgálatai 
ECIS (Electric Cell-substrate Impedance Sensing, Applied Biophysics, 
www.biophysics.com/ecis-theory.php) berendezés alkalmazásával az endotél sejtek 
barrier funkcióját, sebgyógyulási képességét, a sejtek migrációját és kitapadását, illetve 
egymáshoz való adhéziójukat vizsgálhatjuk valós időben nagy érzékenységű, nem invazív 
méréssel. A módszer alapjainak kidolgozása Giaever és Keese nevéhez fűződik [185]. A 
sejteket speciális aranyelektróddal ellátott szövettenyésztő edényekben (8W10E array) 
tenyésztjük, a mérésekhez gyenge váltóáramot használunk. Az áram vezetéséhez a 
tenyésztő folyadék szolgál elektrolitként, a készülék a váltóáramú áramkör impedanciáját 
méri. Az elektródra helyezett sejtek megtapadnak és szétterülnek, ezzel szigetelő 
plazmamembránjuknak köszönhetően nő az áramkör impedanciája. Az áramvezetés kis 
frekvencia (<2000Hz) alkalmazásával a sejtek alatti és sejtek közötti réseken keresztül 
valósul meg. A sejtek számától, illetve azonos sejtszámmal indított mérésekben a sejtek 
migrációs és adhéziós képességétől függően rövidebb-hosszabb idő után, miközben az 
impedanciát a készülék folyamatosan méri és rögzíti, a konfluencia elérésével az 
impedancia/transzendotél ellenállás/rezisztencia (TER) állandósul. Különböző ágensekkel 
kezelve a konfluens endotél sejtréteget a TER növekedése a barrier funkció 
stabilizálódását, míg csökkenése a barrier funkció gyengülését jelzi. A berendezés 
ugyancsak alkalmas sebgyógyulás (wound-healing) vizsgálatára. A mérőelektród 
felületén nagy frekvenciájú váltóárammal, egyszeri magas elektromos impulzussal (5 
mA, 60 kHz, 30 sec) pontosan meghatározott méretű sebeket hozunk létre az endotél 
sejtrétegben. A sejtek az adott területen elhalnak, ezáltal az ellenállás lecsökken. 
Megindul a környező sejtek vándorlása a sérült területre, valamint a sejtosztódás, míg az 
új sejtréteg ki nem alakul. A műszer segítségével a valós időben detektált impedancia 
mérésével követhető a sebgyógyulás.  
  
3.12 Matrigel vizsgálat 
Az endotél sejtek érképző tulajdonságát BD MatrigelTM Basement Membrane 
Matrix (BD Biosciences) segítségével vizsgáltuk a gyártó utasításainak megfelelően. A 
kontroll és siRNS-sel transzfektált BPAEC-t (~1x103 sejt/minta) Matrigel-lel borított µ-
Slide (Ibidi) lemezekre helyeztük, majd CO2 termosztátban tenyésztettük 8 órán át. A 
tenyésztés ideje alatt a mintákat óránként fénymikroszkóppal ellenőriztük. Az öt órán át 
tenyésztett mintákat 2% paraformaldehiddel fixáltunk, 0,5% Triton-X-el permeabilizáltuk 




a sejteket, és blokkolás után CF594 konjugált falloidinnel festettük az aktin 
filamentumokat. Western blot-hoz a sejteket tartalmazó Matrigel-t 2xSDS mintapufferben 
főztük 10 percig, centrifugáltuk és a felülúszót vizsgáltuk. 
 
3.13 Statisztikai analízis 
Az eredmények átlagának, illetve szórásának meghatározásához az Excel programot 
(Microsoft Corporation) használtuk. A statisztikai elemzést szintén az Excel program 
segítségével, a kísérleti körülményektől függően kétmintás, illetve önkontrollos t-
próbával végeztük.  
A Western blotok értékelésekor az autoradiogramokat egyszerű szkenneléssel 
digitalizáltuk, illetve már eleve digitalizált formában nyertük FluorChem FC2 multi-










4.1 Reverzibilis fehérje foszforiláció az endotél sejtek citoszkeleton szerkezetének 
és barrier funkciójának szabályozásában 
 
4.1.1 Az endotél miozin könnyűlánc kináz 
 
A miozin könnyűlánc kináz (MLCK) a miozin könnyűlánc (MLC) Ser19/Thr18 
oldalláncokon történő foszforilációját katalizálja nemizom és simaizom sejtekben. A 
foszforiláció eredményeként kialakul az aktin-miozin kölcsönhatás, stressz kábelek 
képződnek és a sejtek kontrahálnak, ami egy endotél sejtréteg esetében a sejtek közötti 
rések kialakulásához és a barrier/gát funkció sérüléséhez vezet. Korábbi eredmények 
utaltak arra, hogy az endotél barrier (gát) funkció és az MLC Ser19/Thr18 foszforilációja 
szabályozásában tirozin kináz aktivitás is szerepet játszhat [81, 82]. 
 
4.1.1.1 Az endotél miozin könnyűlánc kináz tirozin oldalláncon foszforilálódik 
 
Konfluens BPAEC-t sejtpermeábilis tirozin kináz aktivátorként és tirozin foszfatáz 
inhibitorként is számon tartott diperoxovanadáttal (DPV) kezeltünk [186, 187]. A sejtek 
lizátumából a fehérjéket urea gélen elektroforézissel elválasztottuk, és immunoblot után 
vizsgáltuk az MLC különböző, nem foszforilált és egyszeresen vagy kétszeresen 
foszforilált formáit (4.1.1 ábra, A). A kezeletlen, kontroll mintához képest 10 µM H2O2 
vagy 10 µM nátrium-ortovanadát nem módosította az MLC foszforilációját, elsősorban a 
nem foszforilált forma jelent meg (4.1.1 ábra, A). A 10 µM H2O2 és 10 µM nátrium-
ortovanadát elegyítésével keletkező DPV viszont a pozitív kontrollként alkalmazott 
trombin kezeléshez hasonlóan jelentős MLC foszforilációt váltott ki, ami az MLCK 
aktiválódására utal.  
A lizátumokból MLCK elleni specifikus antitesttel készített immunprecipitált 
mintákat Western blot kísérletben vizsgáltuk. Foszfo-tirozinra specifikus antitesttel a 
kináz időfüggő tirozin foszforilációját tapasztaltuk (4.1.1 ábra, B). Nem-denaturáló 
körülmények között készített MLCK immunprecipitátum mintákban ugyancsak 
megmértük a kináz aktivitását MLC szubsztráttal (4.1.1 táblázat). A DPV kezelés már 10 
perc után szignifikánsan, mintegy 30%-kal növelte az MLCK aktivitását, ami azt sugallja, 
hogy a DPV kezelést követően az MLC foszforilációs szintjének növekedése az MLCK 
tirozin oldalláncon való foszforilációjának és aktivációjának lehet a következménye.  
 




    
 
4.1.1 táblázat. DPV hatása az MLCK aktivitásra 
Kezelés MLCK aktivitás, % 
(átlag ± SD a kontroll százalékában) 
vehikulum, 2-60 perc 100 
trombin, 2 perc 180 ± 29* 
DPV, 5 perc 111 ± 13,5 
DPV, 10 perc 130 ± 8,7* 
DPV, 20 perc 121 ± 10,3 
DPV, 30 perc 95 ± 9,4 
DPV, 60 perc 129 ± 6* 
Kezeletlen és 100 nM trombinnal illetve 5 µM DPV-vel kezelt BPAEC-ből nem-denaturáló 
körülmények között immunprecipitált 1:10 hígítású MLCK mintákban mértük a kináz aktivitását 5 µM 
MLC és 0,1 mM [γ-32P]ATP szubsztráttal. * Szignifikáns eltérés a kontrolltól, p<0,05.  
 
4.1.1 ábra Tirozin kináz aktiválás hatása EC MLC és MLCK foszforilációjára. (A) Vehikulummal (15 
perc, kontroll), 100 nM trombinnal (2 perc), 10 µM nátrium-ortovanadáttal (15 perc, vanadát), 10 µM 
H2O2-dal (15 perc) valamint 10 µM nátrium-ortovanadát és 10 µM H2O2 elegyével (DPV) (bal oldal 15 
perc, jobb oldal 0-60 perc) kezelt konfluens BPAEC-ből készült sejtlizátumok urea gélelektroforézis 
utáni immunoblotja MLC elleni antitesttel, n= 3. Az urea gél nem tartalmaz SDS-t, ezért nagyobb a 
foszforilált formák migrációja. (B) Vehikulummal és 5 µM DPV-vel 15, 30 illetve 60 percig kezelt 
konfluens BPAEC-ből immunprecipitált (denaturáló körülmények) MLCK foszfo-tirozin immunoblotja. 
(C) Vehikulummal és 5 µM DPV-vel 15 percig kezelt konfluens BPAEC-ből immunprecipitált (nem-
denaturáló körülmények) MLCK foszfo-tirozin immunoblotja. A membránokról a foszfo-tirozinra 
történt előhívás után az antitesteket eltávolítottuk („strip”-eltük) és felvágott darabjait MLCK-ra, 
kortaktinra illetve p60src-ra specifikus antitesttel újra vizsgáltuk (nincs dokumentálva). A fehérjék 






























Az MLCK nem-denaturált immunprecipitátumában a foszfo-tirozin immunoblot 
eredményéből kiindulva (4.1.1 ábra, C) kimutattuk, hogy a DPV kezelést követően a 
kináz mellett a kortaktin fehérje és p60Src tirozin kináz is jelen van. 
 
4.1.1.2 Az MLCK variánsok szabályozása eltérő 
 
Az MLCK tirozin foszforilációjának további vizsgálatához a fehérje különböző 
formáit bakulovírus expressziós rendszerben állítottuk elő. Humán endotél sejtekből az 
MLCK két nagy molekulatömegű formáját klónozták. Mindkettő C-terminális része 
>90%-ban azonos a kisebb méretű, simaizom MLCK-val, N-terminálisukon azonban 
jelen van egy 922 aminosavból álló rész, ami a simaizom MLCK-ban nem található meg 
[79, 80]. Az MLCK-1 expressziós szintje magasabb, mint az MLCK-2 splice variánsé, 
amelynek szekvenciájából az endotél formára jellemző N-terminális szakaszból egy 69 
aminosavból álló rész hiányzik (4.1.2 ábra, A). A simaizom és a két endotél MLCK 
formát N-terminális His-taggel láttuk el, ami a rekombinánsok igen hatékony tisztítását 
tette lehetővé Ni-NTA affinitás kromatográfiával (4.1.2 ábra, B-C).  
In vitro mérésekkel meghatároztuk a tisztított kinázok kinetikai paramétereit, 
amelyek az MLCK mások által közölt kinetikai értékeivel jó egyezést mutattak [188-190] 
(4.1.2 táblázat). A foszforilációs helyeken mutált (Thr18/Ala19 és Ala18/Ala19 ) MLC 
szubsztráttal kapott eredmények is összhangban vannak a simaizom MLC 
foszforilációjáról korábban leírtakkal [191], miszerint  a Thr18 oldallánc foszforilációja 
csak a preferált Ser19 hely foszforilációja után zajlik le (4.1.2 táblázat).  
 
 










Kináz aktivitás, µmol/mg/perc 
Thr18/Ser19             Thr18/Ala19        Ala18/Ala19   
MLC 
MLCK-1 11,9 ±3,2  6,5 ±2,2 0,49  3,30±0,08 0,038±0,007  0,004±0,002  
MLCK-2 10,9 ±1,8  7,2 ±2,8 0,43  3,61±0,08 0,037±0,010  0,006±0,005  
SM-MLCK 17,0 ±2,5  5,2 ±0,4 0,21  8,59±0,25 0,098±0,032  0,026±0,009  
Az Anyagok és módszerek fejezetben leírtak szerint mértük a rekombináns MLCK enzimek 
(1,25x10-11 M) aktivitását vadtípusú és mutáns MLC szubsztrátokkal (5 µM). A Vmax és KM értékeket 
telítési kalcium koncentrációnál, 1,25-15 µM MLC koncentráció tartományban határoztuk meg.   





Megkíséreltük a tisztított rekombináns MLCK minták in vitro foszforilációját p60Src 
tirozin kinázzal (4.1.3 ábra, A).  Az MLCK-1 esetében >2 mol foszfát/mol MLCK 
beépülést tapasztaltunk, ami a tirozin kináz inhibitora (0,5 µM PP-2) jelenlétében az 
MLCK-2 és a simaizom MLCK esetében tapasztalt <1 mol foszfát/mol MLCK értékre 
csökkent. Ebből arra következtettünk, hogy a p60Src foszforilációs helye az MLCK-1 
olyan régiójában van jelen, amely a másik két MLCK-ból hiányzik. A p60Src gátlása vagy 
teljes hiánya során mindhárom MLCK esetében egy kisebb mértékű foszfát beépülést 
detektáltunk, ami az MLCK autofoszforilációjával indokolható [192].    
 
4.1.2. ábra Rekombináns MLCK izoformák termeltetése bakulovírus expressziós rendszerrel és 
tisztításuk. (A) Az endotél (EC MLCK-1 és -2) és a simaizom (SM) MLCK vázlatos domén szerkezete 
kiegészítve a bakulovírus expressziós konstruktba N-terminálisan beillesztett His-taggel. Potenciális Tyr 
foszforilációs helyek és SH2-, valamint SH3-kötő domének is fel vannak tüntetve. (B) Rekombináns 
MLCK fomák Ni-NTA kromatográfiával történő tisztítása során nyert minták Coomassie Blue festése 
SDS-PAGE elválasztás után. 1: fehérje molekulatömeg standard, 2: kontroll Sf9 sejtlizátum, 3: MLCK-
1-t overexpresszáló Sf9 sejtlizátum, 4: az MLCK-1 tisztítása során a kromatográfiás oszlopon átfolyó 
frakció, 5: Ni-NTA kromatográfiával tisztított rekombináns MLCK-1, 6:  Ni-NTA kromatográfiával 
tisztított rekombináns MLCK-2, 7: Ni-NTA kromatográfiával tisztított rekombináns simaizom MLCK. 
(C) A tisztított rekombináns MLCK formák Western blot ellenőrzése MLCK-ra specifikus antitesttel. 1: 
kontroll Sf9 sejtlizátum, 2: MLCK-1, 3: MLCK-2, 4: simaizom MLCK. 
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4.1.3. ábra Rekombináns endotél MLCK-1 in vitro tirozin foszforilációja. (A) Rekombináns MLCK-1, -
2 és simaizom (SM) MLCK foszforilációja p60Src kinázzal az Anyagok és módszerek fejezetben leírtak 
szerint történt [γ-32P]ATP szubsztráttal. A grafikonok jobb felső sarkában látható autoradiogramok a 32P 
beépülését mutatják az MLCK-ba a p60Src hozzáadása után. (B) Kontroll és p60Src-kal 60 percig kezelt 
MLCK minták kináz aktivitása MLC szubsztráttal szemben az Anyagok és módszerek fejezetben leírtak 
szerint 0,3 mM CaCl2 és 1 µM kalmodulin (Ca2+-CaM), 2 mM EGTA, illetve 5 µM ML-7 MLCK 
inhibitor jelenlétében. A kináz aktivitások a Ca2+-CaM jelenlétében mért kontroll minták %-ában vannak 
kifejezve, ±SE, n=3, * szignifikáns eltérés, p<0,005. (C) Kezeletlen (defoszfo-MLCK, szaggatott vonal) 
és p60Src-kal kezelt (foszfo-MLCK, folyamatos vonal) rekombináns MLCK-1 kináz aktivitása 0,5 µM 
kalmodulin és 10-8-10-5 M Ca2+ koncentráció mellett. Az aktivitások a foszfo-MLCK 1 µM Ca2+ 
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Az MLCK-1 elsődleges szekvenciájának elemzésével több potenciális tirozin 
foszforilációs helyet azonosítottunk abban a 69 aminosavból álló régióban, ami kizárólag 
az MLCK-1-ben van jelen, az MLCK-2-ből és a simaizom MLCK-ból is hiányzik (4.1.2 
ábra, A). Továbbá potenciális SH2- és SH3 kötő régiókat is találtunk. A p60Src kinázzal 
foszforilált és tripszinnel emésztett MLCK-1 fragmentumok tömegspektrometriás 
elemzése szerint valóban ebben a 69 aminosavból álló régióban foszforilálódtak a Tyr464 
és Tyr471 oldalláncok. 
Az endotél sejtek DPV (tirozin kináz aktivátor) kezelése után az MLC 
foszforilációs szintjének emelkedését és az MLCK tirozin oldalláncon történő 
foszforilációját tapasztaltuk (4.1.1 ábra, A-B). Feltételeztük, hogy az MLCK tirozin 
foszforilációja növelte annak aktivitását, és ezért emelkedett az MLC foszforilációja. Ezt 
a feltevést in vitro méréseink is igazolták, a p60Src-kal kezelt endotél MLCK-1 MLC 
szubsztráttal szembeni aktivitása kétszeres volt a kezeletlen MLCK-1 aktivitásához 
hasonlítva. A tirozinon foszforilált enzim csak Ca2+-CaM jelenlétében volt aktív és az 
MLCK specifikus inhibitora (ML-7) is gátolta. A tirozin kináz kezelés a tirozinon nem 
foszforilálódó MLCK-2 és simaizom MLCK aktivitását nem befolyásolta (4.1.3 ábra, B). 
A foszfo- és defoszfo MLCK-1 Ca2+ koncentráció függése hasonló, a fél-maximális 
aktiváláshoz szükséges pCa értéke 6,56, illetve 6,50 (4.1.3 ábra, C). A foszfo-MLCK-1 
aktivitása az MLC szubsztráttal szemben a vizsgált Ca2+ koncentráció tartományban 
azonban közel kétszer nagyobb, mint a nem foszforilált MLCK-1 aktivitása. 
 
4.1.2 Protein foszfatázok az endotéliumban 
 
4.1.2.1 Az endotél miozin foszfatáz 
 
Az endotél gátfunkció szabályozásában az MLC Thr18/Ser19 reverzibilis 
foszforilációjának fontos szerepe van, amit az MLCK mellett az MLC defoszforilációját 
katalizáló protein foszfatáz is befolyásol. Specifikus Ser/Thr protein foszfatáz gátlószerek 
alkalmazásával kimutatták, hogy az MLC defoszforilációjáért a simaizom sejtekhez 
hasonlóan az endotél sejtekben is a miozin foszfatáz felelős, ami egy PP1 típusú protein 
foszfatáz holoenzim [16, 86]. A PP1 jellemzően dimer formában fordul elő, ám a 
simaizom miozin foszfatázban a katalitikus alegység (PP1c) és a MYPT1 regulátor 
alegység mellett még egy kisebb, 20 kDa méretű alegység is  jelen van.  
 




4.1.2.1.1 Protein foszfatáz 1 katalitikus alegység az endotél sejtekben 
 
HUVEC-ből izolált totál RNS mintából RT-PCR-ral ~230 bp méretű DNS 
fragmentumokat állítottunk elő a PP1c α, β és γ izoformájára specifikus primerekkel. Az 
RT-PCR eredményessége arra utalt, hogy a HUVEC-ben a PP1c mindhárom izoformája 
jelen van. Ezeket a DNS fragmentumokat próbaként használtuk HUVEC, BPAEC és 
humán uterus simaizom RNS Northern blot vizsgálatában (4.1.4 ábra, A).  
 
Míg a simaizomban döntően a PP1cβ izoforma expresszálódik, a két endotél 
sejtvonalban mindhárom izoformát detektáltuk. Annak eldöntésére, hogy az EC-ben a 
PP1c melyik izoformája van kölcsönhatásban a miozinnal és defoszforilálhatja az MLC-t, 
BPAEC-ből miozinban gazdag frakciót állítottunk elő, amelyben Western blottal 
 
4.1.4 ábra PP1 katalitikus alegység vizsgálata EC-ben. (A) HUVEC, BPAEC és humán uterus 
simaizom RNS Northern blot vizsgálata. 20µg totál RNS-t 1%-os agaróz gélen választottunk el. 
Blottolás után a nitrocellulóz membránokat a PP1c α, β és γ izoformájára specifikus, 32P-vel jelölt DNS 
próbákkal hibridizáltuk egy ájszakán át 55 oC-on, és a jeleket mosás után autoradiográfiával hívtuk elő. 
A jobb oldali panelen az agaróz gélen elválasztott RNS minták etidium bromid festése látható. (B) 
Miozinban gazdag BPAEC frakció Western blot vizsgálata PP1c α és β izoformára specifikus 
antitestekkel. A miozinban gazdag (M+) és a miozin depletált (M-) EC frakciókat miozin könnyű 
(MLC) és nehéz (MHC) lánc elleni antitesttekkel ellenőriztük (bal oldali panel). A PP1c izoformákra 
specifikus antitesteket 100 ng tisztított PP1c α és β fehérjékkel ellenőriztük. (C) pEGFP-C1 (üres 
plazmid) (1) és pEGFP-C1-PP1cβ (2) plazmidokkal transzfektált BPAEC sejtlizátumokból GFP elleni 
antitesttel immunprecipitált fehérjéket 4-15% SDS-PAGE-sel elválasztottunk, majd Western 
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vizsgáltuk a PP1c α és β izoformákat (4.1.4 ábra, B). Az antitestek specificitását tisztított 
PP1cα és PP1cβ fehérjékkel teszteltük. Míg a β izoformára „specifikus” antitest a PP1c α 
izoformáját is felismerte, a PP1cα elleni antitest a PP1cβ fehérjével jelentősen kisebb jelet 
adott. A miozinban gazdag frakcióban csak a β izoformára specifikus antitesttel kaptunk 
jelet, ami megerősítette azt a feltételezésünket, hogy az EC miozin foszfatázban a PP1c β 
izoformája található meg. BPAEC-ben GFP-taggel ellátott PP1cβ-t overexpresszáltunk. A 
sejtek lizátumából GFP elleni antitesttel készített immunprecipitátumban a rekombináns 
PP1cβ mellett miozint és aktint is kimutattunk, ami a kontraktilis fehérjék és a PP1cβ 
stabil asszociációjára utal (4.1.4 ábra, C). 
 
4.1.2.1.2 A MYPT1 két variánsa tüdő artéria EC-ben  
 
A miozin foszfatáz MYPT1 regulátor alegységének több izoformáját is leírták 
különböző szövetekben, amelyek ugyanazon gén alternatív splicing-jának eredményeként 
jönnek létre [88, 193]. HPAEC totál RNS-ből RT-PCR-ral klónoztuk a MYPT1 teljes 
kódoló régióját az Anyagok és módszerek fejezetben leírtak szerint.  
 
 A klónok restrikciós és szekvencia analízisével a MYPT1 két, méretben eltérő 
izoformáját azonosítottuk, a teljes szekvenciát tartalmazó 3090 bp-ból álló MYPT1-et 
 
4.1.5 ábra A MYPT1 izoformák expressziója EC-ben. (A) Séma a MYPT1 splice variánsok kódoló 
szekvenciájáról. A variánsok detektálásához alkalmazott PCR primerek elhelyezkedését (P1-4) nyilak 
reprezentálják. (B) MYPT1 fehérje detektálása HPAEC, HUVEC és HeLa sejtlizátumokban Western 
blottal. (C) Humán MYPT1 és MYPT1_V2 fehérjék vázlatos szerkezete.  (D) A MYPT különböző 
izoformáinak detektálása HPAEC, HUVEC és HeLa mRNS templáttal RT-PCR-ral. A PCR termékek 

































(D87930) és egy 168 bp-ral rövidebb splice variánst, amit Xia és mtsai [193] variant 2-
nek (V2) nevezett el (4.1.5.ábra, A). 
Ez összhangban van a HPAEC, HUVEC és HeLa sejtlizátumok Western blot 
eredményével, ahol ~130 kDa méretnél két sávot detektáltunk (4.1.5 ábra, B). Az endotél 
sejtvonalakban a két sáv intenzitása nem mutat jelentős eltérést, ami az izoformák azonos 
szintű expressziójára utal. A HeLa sejtlizátumban a nagyobb méretű izoforma expressziós 
szintje magasabb, amit korábban mások is leírtak [193]. A MYPT-V2-höz méretben 
nagyon hasonló másik splice variáns formát is kimutattak, amit MYPT1-V1-nek neveztek 
el (AF458589). HPAEC, HUVEC és HeLa mRNS templát felhasználásával, RT-PCR-ral 
ellenőriztük a MYPT1 és variánsai jelenlétét ezekben a sejttípusokban. Olyan PCR primer 
párokat terveztünk, amelyek a V1, illetve a V2 formából hiányzó szakaszokat 5’ és 3’ 
oldalról fogják közre és ~300-500 bp méretű termékeket eredményezhettek (4.1.5 ábra, 
A). Ebben a mérettartományban a MYPT1 és két variánsa közötti 100-200 bp-nyi 
különbség a PCR termékek agaróz gélen való elválasztása után jól detektálható. A P1-P2 
primer párral csak egyféle terméket kaptunk, ami a MYPT1-nek felel meg, de a V1 splice 
 
4.1.6 ábra Rekombináns MYPT1 izoformák lokalizációja Cos-7 sejtekben. Overexpresszált MYPT1, 
MYPT1-V2 és MYPT1-∆Ank1 fehérjék detektálása a megfelelő pcDNA3.1/c-myc-His konstruktok 
transzfekciója után 27 óra elteltével immunfluoreszcenciával, a fehérjékhez kapcsolt c-myc tag elleni 










   









   
   












variánsnak megfelelő méretű termék nem keletkezett. A P3-P4 primer párral a MYPT1 és 
V2 splice variánsa egyaránt kimutatható volt (4.1.5 ábra, D). Ezek az eredmények azt 
igazolták, hogy a vizsgált endotél sejtekben (HPAEC, HUVEC és BPAEC, az utóbbira 
vonatkozó eredmények az ábrán nem szerepelnek) a MYPT teljes (D87930) és V2 
formája (AY380574) expresszálódik. 
A MYPT1-et és V2 variánsát c-myc taggel ellátva termeltettük Cos-7 sejtekben és 
vizsgáltuk a rekombinánsok sejten belüli lokalizációját. Eloszlásuk hasonlónak 
mutatkozott, mind a sejtmagban, mind a citoszolban megjelentek. Azonban a MYPT1 
első ankirin ismétlődésén mutált formája (szekvenciájából a PP1c kötő motívum utáni 39-
64 aminosavak hiányoznak) csak a sejtmagban koncentrálódott (4.1.6 ábra). 
 
Megvizsgáltuk a PP1cβ kötődését a MYPT1 és MYPT1-V2 fehérjékhez. Cos-7 
sejtekben myc taggel ellátott MYPT1, illetve MYPT1-V2 és HA taggel ellátott PP1cβ 
fehérjéket ko-expresszáltattunk. Ezután a sejtlizátumokból myc tag elleni antitesttel 
végzett immunprecipitációval fehérje kölcsönhatást mutattunk ki a két MYPT variáns és a 
PP1cβ között (4.1.7 ábra). A PP1cβ N124A aminosav cserét tartalmazó mutáns 
formájának overexpressziójára alkalmas konstruktot is előállítottunk. A PP1cβ 
aktivitásához esszenciális katalitikus centrumának fémion kötő képessége, amelyben a 
kiválasztott aminosavnak központi szerepet tulajdonítanak [44]. Ez a katalitikusan inaktív 
mutáns PP1cβ a MYPT1 egyik formájához sem kötődött (4.1.7 ábra). 
 
4.1.7 ábra Rekombináns MYPT1 izoformák és PP1cβ közötti fehérje kölcsönhatás. Cos-7 sejteket ko-
transzfektáltunk MYPT1 illetve MYPT1-V2 myc tag-es, és vadtípusú (wt) illetve mutáns (N124A) 
PP1cβ HA-tages overexpressziójára alkalmas konstruktokkal.  (A) A transzfekció után 27 órában 
Western blottal ellenőriztük a fehérjék termelődését a sejtlizátumokban tag-re specifikus antitestekkel. 
(B) A sejtlizátumokból immunprecipitációt végeztünk myc tag elleni antitesttel és Western blottal 




















4.1.2.1.3 A miozin foszfatáz részvétele az EC permeabilitás szabályozásában 
 
Az EC monolayer barrier funkciója és annak különböző ágensek hatására 
bekövetkező változása jól követhető ECIS méréssel. Ismert volt az ATP gátfunkciót 
erősítő hatása, továbbá az ATP-vel kezelt EC miozinban gazdag frakciójában 
megemelkedett PP1 aktivitást is detektáltak [194]. Megvizsgáltuk az ATP és 
bomlásterméke, az adenozin hatását olyan HPAEC mintákon, amelyekben a PP1c α vagy 
β izoformáját, illetve a MYPT1-et csendesítettük. A specifikus siRNS transzfekciója nem 
okozott változást a nem-specifikus (ns) RNS-sel transzfektált sejtek bazális rezisztencia 
értékéhez képest (4.1.8 ábra, C,D,F panelek jobb felső sarkában bemutatva). A PP1cα 
csendesítése nem befolyásolta az ATP és az adenozin barriert erősítő hatását (4.1.8 ábra, 
B,D). A gátfunkció erősödésének mérséklődését tapasztaltuk viszont a PP1cβ és a 
MYPT1 csendesítése után, a normalizált rezisztencia értékek az ATP vagy adenozin 
hozzáadása után a nem csendesített mintában tapasztalt 50-60%-os növekedéssel szemben 
mindössze 25-40%-kal emelkedtek (4.1.8 ábra, A,C,E). Ugyanezt tapasztaltuk akkor is, 
amikor a MYPT1 csendesített sejteket az ATP nem hidrolizálódó változatával, ATPγS-sel 
kezeltük (4.1.8 ábra, F). Ezek az eredmények azt bizonyítják, hogy az extracelluláris 
purin származékkal kiváltott EC gátfunkció erősödésben a miozin foszfatáz szerepet 
játszik. 
 
A MYPT1 C-terminális régióját autoinhibíciós doménnek tartják [90]. A C-
terminális részén trunkált, a gátló foszforilációs helyet (Thr696) nem tartalmazó MYPT1 
mutáns (1-300 aminosavak) overexpressziója HPAEC-ben jelentősen mérsékelte a 
trombin indukált stressz kábel kialakulást a környező, a rekombináns fehérjét nem 
termelő sejtekhez viszonyítva (4.1.9 ábra, A:c-d). Hasonló eredményt kaptunk a MYPT1 
trunkált formájának adenovírus expressziós rendszerrel való termeltetése után végzett 
transzendotél rezisztencia mérésekkel (4.1.9 ábra, B). A trombin kezelés hatására 
kialakuló rezisztencia csökkenés a mutánst overexpresszáló HPAEC esetében 30-40%-kal 
mérséklődött a kontroll, LacZ-t overexpresszáló mintához viszonyítva. Mindezek arra 
utalnak, hogy tüdő artéria EC-ben a miozin foszfatáz az endotél barrier fenntartását 
elősegíti. 
 






4.1.8 ábra A miozin foszfatáz mindkét alegysége szerepet játszik az EC gátfunkció szabályozásában. 
ECIS mikroelektródokon tenyésztett HPAEC-t transzfektáltunk nem specifikus (nsRNS), PP1c α (B,D) 
vagy β (A,C) és MYPT1 (E,F) fehérjére specifikus  siRNS-sel és 48 óra elteltével mértük 50-50 µM 
ATP (C,D,E), adenozin (A-B) vagy ATPγS (F) hatását a transzendotél ellenállásra az Anyagok és 
módszerek fejezetben leírtak szerint. A nyilak az ágensek tenyésztő médiumhoz való hozzáadásának 
időpontját jelölik. Három független kísérletből származó átlag értékek ± SE vannak feltüntetve. A 
csendesített sejtek bazális rezisztenciáját a nsRNS-sel kezelt kontrollokhoz viszonyítva adjuk meg a C, 
D és F panelek jobb felső részén (átlag ±). A csendesítés hatékonyságát Western blottal ellenőriztük, 
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Megvizsgáltuk a miozin foszfatáz alegységeinek kölcsönhatását az aktin 
filamentumok és a plazmamembrán fehérjéi között kapcsolatot teremtő ezrin, radixin és 
moezin (ERM) fehérjékkel, melyek funkciója foszforiláció függő módon változik [195]. 
A myc (PP1cβ, illetve MYPT1, -V2) és V5 (ERM) tag-gel ellátott fehérjéket Cos-7 
sejtekben páronként ko-expresszáltuk. Ezután myc tag elleni antitesttel 
immunprecipitációt végeztünk és Western blottal detektáltuk az immunprecipitátumban 
jelen lévő overexpresszált fehérjéket a megfelelő tag elleni antitestekkel (4.1.10 ábra). A 
moezin és a PP1cβ kölcsönhatása a másik két ERM fehérjéhez viszonyítva sokkal 
erőteljesebb volt, az ezrin alig, a radixin pedig nem volt detektálható az PP1cβ 
immunprecipitátumában (4.1.10 ábra, A-B). A radixin erős kölcsönhatást mutatott a 
MYPT1-myc fehérjével és jelentősen kisebb mértékben a MYPT1-V2-vel is (4.1.10 ábra, 
C-D). A miozin foszfatáz tehát mindhárom ERM fehérjével kölcsönhat, de úgy tűnik az 
ERM fehérjék hasonlósága ellenére a kölcsönhatásokban, mind annak erősségében, mind 
a kölcsönható miozin foszfatáz alegység partner tekintetében jelentős a különbség. 
 
 
4.1.9 ábra MYPT1 hatása trombin által kiváltott EC permeabilitás növekedésre. (A) Konstitutívan aktív 
MYPT1/pcDNA3.1-myc konstrukttal transzfektált HPAEC F-aktin (a, c) és anti-myc immunfestése (b, 
d) kezeletlen (a-b) és 50 mM trombinnal 5 percig kezelt (c-d) mintákban. A sejteket a transzfekció után 
36 órával 1 óráig szérum-mentes tápoldatban tenyésztettük a felhasználás előtt. A felvételek páronként a 
minták azonos részletéről készültek. A nyilak a transzfektált sejteket jelölik. Nagyítás: 60x. (B) 
Adenovírussal HPAEC-ben overexpresszált konstitutívan aktív (C/A) MYPT1 hatása 20 nM trombin 
által kiváltott permeabilitás növekedésre. A LacZ overexpressziója az adenovírus expresszió kontrollja. 
Három független kísérletből származó átlag értékek ± SE vannak feltüntetve. A trombin hozzáadás 
idejét a nyíl jelöli. A C/A MYPT1 fehérje overexpresszióját Western blottal ellenőriztük myc-re 














































4.1.2.2 TIMAP, a protein foszfatáz 1 új regulátor alegysége 
 
A MYPT1-hez aminosav szekvenciában és szerkezeti felépítésben hasonló 
fehérjéket azonosítottak, amelyeket a MYPT1-gyel együtt az ún. MYPT fehérjecsaládhoz 
sorolnak [16, 84]. A család mindegyik tagjában jelen van a négy aminosavból álló PP1c-
kötő motívum. Ezért a TIMAP (TGF-β1 inhibited membrane associated protein) 
fehérjéről, melyet először glomerulális endotél sejtekben írták le [100], is feltételezték, 
hogy a PP1c regulátor alegységeként működhet az EC-ben, ahol expressziós szintje más 
sejttípusokhoz viszonyítva igen magas. A PP1c és a TIMAP közötti kölcsönhatást 
különböző módszerek segítségével tanulmányoztuk humán, illetve marha tüdő artéria 
endotél sejtekben. 
 
4.1.2.2.1 A PP1cβ és a TIMAP fehérje kölcsönhatása 
 
A PP1 katalitikus alegysége és a TIMAP esetleges ko-lokalizációját TIMAP és 
PP1c α+β izoformák elleni antitestekkel vizsgáltuk HPAEC-ben (4.1.11 ábra, A). A 
TIMAP főleg a sejtmembránban és a magban festődött, valamint megfigyelhető volt a 
perinukleáris térben a citoszolban (4.1.11 ábra, A:a). A PP1c homogén eloszlást mutatott  
 
4.1.10 ábra Rekombináns MYPT1 izoformák és PP1cβ kölcsönhatása az ERM fehérjékkel. Cos-7 
sejteket ko-transzfektáltunk PP1cβ (A-B), MYPT1 illetve MYPT1-V2 (C-D) myc tag-es, illetve ezrin, 
radixin és moezin V5-tages overexpressziójára alkalmas konstruktokkal.  (A, C) A transzfekció után 27 
órával Western blottal ellenőriztük a fehérjék termelődését a sejtlizátumokban tag-re specifikus 
antitestekkel. (B, D) A sejtlizátumokból immunprecipitációt végeztünk myc tag elleni antitesttel és 
























































a sejten belül, helyenként kihangsúlyozva a filamentum struktúra elrendeződését (4.1.11 
ábra, A:c). Trombin kezelés (b,d,f) hatására a TIMAP eloszlása nem változott, úgy tünt 
viszont, hogy a PP1c koncentrálódott a sejtmembránban. Az egyesített képen a két fehérje 
részleges ko-lokalizációját figyelhetjük meg, különösen trombin kezelést követően 
(4.1.11 ábra, A:e,f). Mindkét fehérje expressziós szintje magas az EC-ben, ezért bár az 
immunfluoreszcens festés lehetséges ko-lokalizációt sugallt, nem tudtuk kizárni, hogy ez 
csak véletlen egybeesés lehet.  
Rekombináns TIMAP fehérjével pull-down kísérletben megvizsgáltuk, hogy 
endotél sejtlizátumból kötődik-e a natív PP1c a TIMAP-hoz, továbbá a PP1c melyik 
izoformájával mutat kölcsönhatást. Baktériumban termeltettünk GST fúziós fehérjével 
kapcsolt vad típusú TIMAP-ot és a TIMAP egy olyan mutánsát (∆1-71), amely nem 
tartalmazza a PP1c-kötő motívumot és az első ankirin ismétlődés egy részét, ezért a PP1c-
hez várhatóan nem tud kötődni. A rekombináns vad típusú és mutáns TIMAP-ot, valamint 
a GST kontrollt glutation Sepharose 4B-n immobilizáltuk, majd HPAEC sejtlizátummal 
inkubáltuk. A nem kötődő vagy aspecifikusan kötődő fehérjéket mosással eltávolítottuk. 
Ezután az immobilizált rekombináns és velük specifikusan kölcsönható fehérjéket SDS 
mintapufferrel eluáltuk. Western blot analízissel kimutattuk, hogy a vad típusú GST-
(A) Endogén TIMAP és PP1c lokalizációja endotél sejtekben. Kezeletlen (a,c,e) és trombinnal kezelt 
(20 nM, 30 perc) (b,d,f) HPAEC sejtek monolayer-ében immunfluoreszcens festéssel jelöltük a 
fehérjéket anti-TIMAP (a,b; zöld) és anti-PP1c (c,d; piros) elsődleges antitesteket használva. A 
felvételek páronként a minták azonos részletéről készültek. Nyilakkal azonos területeket emeltünk ki az 
összetartozó (a,c,e illetve b,d,f) képeken. A másodlagos antitestek aspecifikus kötődését kontroll 
kísérletekben nem tapasztaltuk. Nagyítás: 60x. (B) A TIMAP és a PP1c különböző izoformái közötti 
kölcsönhatás specificitásának tanulmányozása. Bakteriális expresszióval előállított GST fúziós 
fehérjével kapcsolt vad típusú (wt) TIMAP-ot, mutáns (mu) TIMAP-ot és GST fehérjét immobilizáltunk 
glutation-Sepharose 4B-n, majd HPAEC sejtlizátummal inkubáltuk. Többszöri mosás után eluáltuk a 
fehérje komplexeket, majd Western blot kísérletben PP1cβ illetve PP1cα elleni antitesttel detektáltuk a 
foszfatáz jelenlétét. Pozitív kontrollként HPAEC sejtlizátumot használtunk. Alul a glutation-Sepharose 
oszlopról eluált GST, wtTIMAP és muTIMAP rekombináns fehérjék Coomassie kék festése látható. (C) 
Endogén TIMAP és PP1c kölcsönhatása.  TIMAP- illetve PP1c-re specifikus antitesttel végeztünk 
immunprecipitációt kezeletlen (Ø kezelés), illetve ATP-vel (10µM, 30min), nokodazollal (0,1 µM, 30 
min), szfingozin 1-foszfáttal (S-1-P; 1 µM, 3h) vagy trombinnal (20 nM, 30min) kezelt HPAEC 
lizátumokból az Anyagok és módszerek részben leírtak szerint. A kötődőtt TIMAP illetve PP1cβ 
fehérjéket az immunprecipitátumokban specifikus antitestekkel detektáltuk. Pozitív kontrollként 
HPAEC sejtlizátumot használtunk. (D) TIMAP-PP1cβ kölcsönhatás jellemzése felületi plazmon 
rezonancia módszer segítségével. Mutáns GST-TIMAP (a) és vad típusú GST-TIMAP fehérjéket 
(b,c,d,e,f) immobilizáltunk CM5 szenzor chip felületére, majd rekombináns PP1cβ-t injektáltunk a 
felületre különböző koncentrációkban: 0,2 µM (b), 0,5 µM (c), 1,0 µM (d), 2,0 µM (e), és 3,0 µM (a, f).  
Biacore 3000 készülék segítségével szenzogrammokat vettünk fel, melyek a kölcsönhatás következtében 
fellépő rezonanciajel változásokat mutatják az idő függvényében.  




TIMAP-hoz a sejtlizátumból a PP1c β izoformája kötődött, míg a PP1c α izoformájával 
nem jött létre kölcsönhatás (4.1.11 ábra, B). Várakozásunknak megfelelően a mutáns 
GST-TIMAP és a PP1c kötődése elhanyagolható volt és a rekombináns GST fehérje 
kontroll sem adott specifikus jelet.  
Az endogén PP1c-TIMAP komplex kialakulását EC sejtlizátumban is kimutattuk 
immunprecipitációs kísérletekben anti-TIMAP és anti-PP1c (α,β) antitesteket alkalmazva. 
A PP1c (α,β) elleni antitesttel kapott immunprecipitátumban TIMAP elleni antitesttel 
kimutattuk a 64 kDa méretű TIMAP fehérjét, valamint fordított immunprecipitációs 
kísérletben a TIMAP antitest immunkomplexében detektálható volt a 37 kDa méretű 
PP1c jelenléte (4.1.11 ábra, C), megerősítve a TIMAP és PP1c fehérjék között 
feltételezett kölcsönhatást. Megvizsgáltuk továbbá, hogy különböző, az EC barrier 
funkcióját befolyásoló kezelések hatására változik-e a fehérjék mennyisége az 
immunprecipitátumokban. A sejteket a gátfunkciót erősítő (ATP és szfingozin 1-foszfát, 
S-1-P), valamint gátló (nokodazol és trombin) ágensekkel kezeltük és immunprecipitáció 
után Western blot módszerrel detektáltuk a TIMAP, illetve PP1c fehérjéket (4.1.11 ábra, 
C). A denzitometrált eredmények analízise nem mutatott szignifikáns mennyiségi 
változást a különböző kezelések hatására, ami azt sugallja, hogy ezek az ágensek a 
TIMAP-PP1c kölcsönhatást nem befolyásolják. 
Biacore készülékkel végzett felületi plazmon rezonancián (SPR) alapuló kötődési 
kísérletek alkalmasak a szenzor chip felületén immobilizált fehérje és az e fölött átfolyó 
mintában lévő molekulák közötti kölcsönhatás erősségének és specificitásának 
vizsgálatára. A kapott szenzogramok kiértékelésével a kölcsönhatás kinetikájáról 
kaphatunk további információkat, így például meghatározhatóak az asszociáció és 
disszociáció sebességi állandói, illetve a kölcsönhatásra jellemző 
asszociációs/disszociációs állandó. A TIMAP-PP1cβ kölcsönhatás SPR módszerrel 
történő igazolásához teljes hosszúságú GST-TIMAP-ot, kontrollként pedig mutáns GST-
TIMAP-ot (∆1-71) valamint GST-t immobilizáltunk anti-GST antitesttel kapcsolt CM5 
chip felszínére, majd vizsgáltuk a felületre növekvő koncentrációban injektált PP1c 
kötődését. Az eredmények a PP1cβ és GST-TIMAP koncentrációfüggő kölcsönhatását 
igazolják (4.1.11 ábra, D:b-f). A szenzogramok alapján a BIAevaluation 3.1 szoftver 
segítségével meghatároztuk az asszociációs (ka= 6,4x103 1/Ms) és disszociációs (kd= 
2,7x10-3 1/s) sebességi állandókat, valamint a kölcsönhatásra jellemző asszociációs 
állandót (KA=1,8x106 1/M), ez utóbbi stabil fehérje-fehérje kölcsönhatásra utalt. A PP1c 




kötőmotívumot nem tartalmazó mutáns GST-TIMAP és a PP1cβ között viszont nem volt 
detektálható kölcsönhatás (4.1.11 ábra, D:a).  
 
4.1.2.2.2 A TIMAP részt vesz az EC gátfunkció szabályozásában 
 
A TIMAP-ot jelentős mennyiségben detektáltuk a plazmamembránban, ezért 
feltételeztük, hogy ott a PP1c regulátoraként szabályozhatja a membránhoz asszociálódó 
fehérjé(k) foszforilációs szintjét, és ezáltal befolyásolja az EC gátfunkciót. Ennek 
igazolására a TIMAP-ot specifikus siRNS-sel csendesítettük HPAEC sejtekben, aminek 
hatékonyságát Western blottal és immunfluoreszcenciával ellenőriztük (4.1.12 ábra, A-B).  
A fehérje csendesítése, illetve a csendesítéshez alkalmazott reagensek nem befolyásolták 
az EC monolayer bazális ellenállását, amiről ECIS méréssel győződtünk meg (4.1.12 
ábra, C). Ezután mértük a transzendotél elektromos ellenállás (TER) változását különböző 
kezelések hatására. Ismert, hogy az ellenállás növekedése a barrier funkció 
stabilizálódását, míg csökkenése a barrier funkció gyengülését jelzi. A kontrollhoz képest 
az S-1-P és ATP barrier funkciót erősítő hatása mérséklődött, míg a barrier diszfunkciót 
kiváltó trombin és nokodazol hatása fokozódott azokban a mintákban, amelyekben a 
TIMAP-ot csendesítettük (4.1.12 ábra, D). Ebből azt a következtetést vonhatjuk le, hogy 
a TIMAP fehérje részt vesz az EC gátfunkció szabályozásában, feltehetően a barrier 
kialakításában és fenntartásában jelentős fehérjék PP1cβ-TIMAP komplex általi 
defoszforilációjával. 
 
4.1.2.2.3 Az ERM fehérjék a PP1cβ-TIMAP szubsztrátjai 
 
A TIMAP plazmamembrán lokalizációja alapján feltételeztük, hogy az ERM 
fehérjék a PP1cβ-TIMAP komplex lehetséges szubsztrátjai EC-ben. MDCK sejtekben, 
ahol a TIMAP nem expresszálódik, kimutatták, hogy a moezint a miozin foszfatáz 
defoszforilálja [196]. Megvizsgáltuk, találunk-e kölcsönhatást a TIMAP és a moezin 
fehérje között HPAEC-ben. HPAEC lizátumokkal moezin, PP1c és TIMAP elleni 
antitestekkel immunprecipitációt végeztünk. A Western blot eredménye szerint a moezin 
valóban kölcsönhatásban lehet a TIMAP és PP1c fehérjékkel (4.1.13 ábra, A). 
Immunfluoreszcenciával a TIMAP és a moezin ko-lokalizációját detektáltuk a trombinnal 
kezelt, kontraháló HPAEC plazmamembránjában (4.1.13 ábra, B), valamint a trombin 
kezelés hatására a moezin foszforilált formája is feldúsul a plazmamembránban (4.1.13 
ábra, C). 






4.1.12 ábra TIMAP csendesítés hatása az EC gátfunkcióra. Kezelés nélküli (transzfekciós kontroll), 
valamint az Anyagok és módszerek részben leírtak szerint, nem specifikus (ns) RNS-el transzfektált 
illetve TIMAP-ra csendesített HPAEC-ben Western blot kísérletben (A) és immunfluoreszcenciával (B) 
(nagyítás: 60x) ellenőriztük a TIMAP fehérje expressziós szintjét. A Western blot eredmények 
denzitometrálása után a TIMAP mennyiségét az aktin kontrollra normalizáltuk (n=4). (C) Nem 
transzfektált (kontroll), transzfekciós kontroll, nsRNS-sel valamint a TIMAP-ra specifikus siRNS-sel 
transzfektált sejtek bazális transzendotél ellenállása a kontrollra normalizálva. (D) Nem transzfektált 
(kontroll), nem specifikus (ns) RNS-sel, illetve TIMAP specifikus siRNS-sel transzfektált sejteket 
kezeltünk +/- 1 µM S-1-P-tal, 10 µM ATP-tal, 20 nM trombinnal vagy 0,1 µM nokodazollal (ND), majd 
három órán át mértük a TER-t. A kiindulási ellenállás 800 és 1200 Ω között mozgott. A kezelések 
következtében kialakult maximális TER csökkenés vagy növekedéskor mért relatív ellenállást ± SE 



























































































































































































A TIMAP fehérjével rokon MYPT3-ról leírták, hogy PKA-val foszforilálható. Ez a 
foszforiláció megnöveli a MYPT3-PP1c komplex foszfatáz aktivitását foszfo-MLC 
szubsztráttal szemben [197]. A feltételezett foszforilációs helyet tartalmazó szekvencia 
részlet nagyon hasonló a két fehérjében (MYPT3: 336RRRTSSAGSRGKVVRRVSL354;  
TIMAP: 333SRRTSSAGSRGKVVRRASL351). Ezért in vitro elegyben megkíséreltük a 
rekombináns GST-TIMAP foszforilációját PKA-val [γ-32P]-ATP szubsztrát 
 
4.1.13 ábra A TIMAP és moezin fehérjék kölcsönhatása. (A) Moezin, PP1c és TIMAP specifikus 
antitestekkel végeztünk immunprecipitációt HPAEC sejtlizátumban, az immunprecipitátumokban a 
moezint és a PP1cβ-t Western blottal, specifikus antitestekkel detektáltuk. A Western blot pozitív 
kontrolljaként teljes HPAEC lizátumot használtunk. (B) Kezeletlen (a,c,e) és trombinnal (20 nM 30 
perc) (b,d,f) kezelt konfluens HPAEC monolayer-ében immunfluoreszcenciával detektált TIMAP és 
moezin fehérjék. Elsődlegesen anti-TIMAP (a-b: piros) és anti-moezin (c-d, zöld) antitestekkel 
jelöltünk. (C) Kezeletlen (a,c) és trombinnal (20 nM 30 perc) (b,d) kezelt konfluens HPAEC monolayer-
ében detektált foszfo-moezin (a-b, zöld). Az aktin (c-d) festést Texas Red phalloidinnel végeztük. A 
nyilak a trombin kezelés után a moezin (Bd) illetve foszfo-moezin (Cb) plazmamembrán lokalizációját 
jelölik. A mikroszkópos felvételek páronként a minták azonos részletéről készültek. Nagyítás: 60x. 
A B
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felhasználásával. A GST-TIMAP valóban foszforilálódott, ~0,8 mol/mol foszfát 
beépülést detektáltunk. Időközben egy másik munkacsoport rekombináns TIMAP 
lehetséges foszforilációs helyeit vizsgálva kimutatta, hogy a PKA a TIMAP Ser337-es 
oldalláncát foszforilálja és valószínűsítették, hogy ezt az előfoszforilációt követi a Ser333 
GSK3β általi foszforilációja [198]. 
Bakteriális expresszióval GST-moezint állítottunk elő, amelyet glutation-Sepharose 
4B oszlopon affinitás kromatográfiával tisztítottunk, majd a GST fúziós fehérjerészt 
trombin proteázzal eltávolítottuk. Ezt a rekombináns moezint Rho kinázzal foszforiláltuk 
és foszfatáz aktivitás mérésekhez használtuk foszfo-szubsztrátként. A vad típusú GST-
TIMAP-ot tiofoszforiláltuk PKA-val (GST-TIMAP-P, Ser337), majd a minta egy részét 
tovább tiofoszforiláltuk GSK3β-val (GST-TIMAP-PP, Ser337/333). A foszforilációhoz 
azért alkalmaztunk ATPγS szubsztrátot, hogy a TIMAP nem hidrolizálható tiofoszforilált 
formáit kapjuk. A PP1cβ-t előinkubáltuk a nem foszforilált- és tiofoszforilált fehérjékkel, 
majd a P-moezin szubsztrát hozzáadásával indítottuk a foszfatáz reakciót. 30 perc után a 
mintákat Western blot analízissel, specifikus P-ERM antitestet alkalmazva detektáltuk a 
P-moezin szubsztrát foszforilációs szintjének változását (4.1.14 ábra, A).  
 
Az egyes mintákban a foszfatáz kezelés következtében a P-moezin jel különböző 
mértékben csökkent. A TIMAP nélküli, csak PP1cβ-val kezelt P-moezinnek megfelelő jel 
intenzitását a foszfatáz nélküli kontrollhoz hasonlítottuk, és ezt a csökkenést tekintettük 
 
4.1.14 ábra A TIMAP nem foszforilált formája gátolja a foszfo-moezin defoszforilációját. Foszfo-moezin 
szubsztrátot PP1c-vel defoszforiláltunk az Anyagok és módszerek részben leírtak szerint vad típusú 
GST-TIMAP, egyszeresen vagy kétszeresen tiofoszforilált GST-TIMAP (TIMAP-P, TIMAP-PP), 
mutáns GST-TIMAP, illetve GST jelenlétében, vagy távollétében. (A) A foszfo-moezin mennyiségének 
csökkenését Western blottal, foszfo-ERM elleni antitesttel követtük. A baloldali első minta a foszfo-
moezin mennyiségét mutatja foszfatáz kezelés nélkül. (B) A különböző foszforiláltságú TIMAP minták 
jelenlétében lezajlott foszfatáz kezelést követően detektált foszfo-moezin jel intenzitásának változását a 
csak PP1c-vel kezelt mintáknál tapasztalt csökkenés (100%) százalékában fejeztük ki. Négy független 
kísérletből származó mintákat értékeltünk denzitometrálás után. Az adatok statisztikai elemzését 




























































100%-nak, a többi mintában detektált változást ennek %-ában fejeztük ki (4.1.14 ábra, B).  
A GST-TIMAP és a GST-TIMAP-P jelentősen csökkentette (~60% és ~50%)  a PP1cβ 
aktivitását. Ezzel szemben a GST-TIMAP-PP jelenlétében nem tapasztaltunk szignifikáns 
foszfatáz gátlást (4.1.14 ábra, B). A PP1cβ-val kölcsönhatást nem létesítő kontroll 
fehérjék, a GST és a mutáns GST-TIMAP hatása szintén elhanyagolható volt. Hasonló 
eredményeket kaptunk P-MLC szubsztráttal is (nincs dokumentálva), ezért feltételezhető, 
hogy a vad típusú TIMAP gátló hatása a PP1c aktivitásra nem szubsztrát specifikus. 
Felületi plazmon rezonancia vizsgálattal összehasonlítottuk a GST-TIMAP nem 
foszforilált és egy-, illetve kétszeresen foszforilált formájának kölcsönhatását a PP1c-vel. 
A nem foszforilált TIMAP és a PP1cβ asszociációs állandója a korábbi kísérlet 
sorozatban (4.1.11 ábra, D) kapott értékkel közel azonos, KA = 1,28 x 106 M-1, illetve KA 
= 1,80 x 106 M-1. A komplex képződésének sebességi állandóját (ka) a PKA-val történt 
foszforiláció nem változtatta meg, de a disszociációs sebességi állandó (kd) csökkent a 
nem foszforilált TIMAP-hoz képest. Az egyszeresen foszforilált TIMAP-PP1cβ 
asszociációs állandó körülbelül négyszeres értéke (KA= 7,39 x 106 M-1) mérsékelten 
erősebb kölcsönhatásra utal. A kétszeresen foszforilált TIMAP (PKA és GSK3β 
foszforilált) esetében mindkét érték, ka és kd is csökkent. Az asszociációs állandó értéke 
pedig azt mutatja, hogy a kétszeresen foszforilált TIMAP-PP1cβ (KA= 1,93 x 106 M-1) 
esetén a kötődés közel azonos erősségű, mint a nem foszforilált TIMAP-PP1cβ (KA= 1,28 
x 106 M-1) esetében (4.1.3 táblázat). Eredményeink szerint a TIMAP foszforilációja PKA 
és GSK3β kinázokkal nem befolyásolja a TIMAP és PP1cβ fehérjék kötődését, de a 
TIMAP-PP1cβ komplex aktivitását igen.  
 
 







GST-TIMAP 4,68(±1,32) x 103 3,66(±0,88) x 10-3 1,28 x 106 
GST-TIMAP-P 4,11(±0,37) x 103 5,56(±1,12) x 10-4 7,39 x 106 
GST-TIMAP-PP 1,01(±0,47) x 103 5,22(±0,57) x 10-4 1,93 x 106 
Az Anyagok és módszerek fejezetben leírtak szerint a TIMAP különböző foszforilált formáit 
immobilizáltuk CM5 szenzor chip felületén, mint ligandumot, majd rekombináns PP1cβ-t injektáltunk a 
felületre 1,0; 2,0 és 3,0 µM koncentrációban. A BIACORE készülékkel felvett szenzogramok alapján a 
BIAevaluation 3.1 szoftver segítségével meghatároztuk a kölcsönhatásokra jellemző asszociációs 
állandókat (KA), valamint az asszociációs (ka) és disszociációs (kd) sebességi állandókat.   




In vitro foszfatáz aktivitás méréseink szerint a kétszeresen foszforilált TIMAP-PP-
PP1cβ komplex aktív P-moezin szubsztráttal szemben (4.1.14 ábra). HPAEC forskolin 
kezelésével, ami a cAMP szintet növeli és a PKA-t aktiválja, a TIMAP fehérje 
foszforilációját, míg trombin kezeléssel az ERM foszforilációját kívántuk kiváltani a 
sejtekben. Feltételeztük, hogy ha a PKA (és GSK3β) valóban foszforilálja a TIMAP-ot, 
akkor a megnövekvő foszfatáz aktivitás a P-moezin/P-ERM szintjét csökkenteni fogja. 
Mivel a TIMAP foszforilált formáira specifikus antitestekkel nem rendelkezünk, ezekben 
a vizsgálatokban nem specifikus (ns) és TIMAP-ra specifikus siRNS-sel transzfektált 
tüdő artéria EC-t hasonlítottunk össze trombin és forskolin kezelések után. 
Immunprecipitációval meggyőződtünk arról, hogy a trombin, forskolin és a két ágens 
együttesen nem befolyásolja a TIMAP és PP1cβ kötődését (nincs dokumentálva). 
Immunfluoreszcenciás kísérleteinkben (4.1.15 ábra, A) azt tapasztaltuk, hogy a forskolin 
kezeléssel a kontroll sejtek felszínén megfigyelhető, P-ERM-re pozitív jelet adó tüskék, 
filopódiumok eltüntek (b,i,f,m). A trombin kezelés sejtkontrakciót és a korábbiakkal 
összhangban (4.1.13 ábra, C) P-ERM szint emelkedést okozott a plazmamembrán 
régióban (d,k). A sejteket forskolinnal előkezelve a trombin hatása nem érvényesült 
azokban a sejtekben, amelyek tartalmazták a TIMAP-ot (o). A TIMAP csendesített 
sejteken azonban a forskolin előkezelés ellenére is nagyszámú filopódiumot láttunk, 
melyekben a P-ERM erősen festődött (h). A sejtek teljes lizátumában Western blottal is 
összehasonlítottuk a P-ERM szint változását ugyanilyen kezelések után (4.1.15 ábra, B). 
A foszforilált ERM fehérje szintjében ugyan csak mérsékelt csökkenést tapasztaltunk a 
sejtek forskolinnal és trombinnal történő együttes kezelése után, de a változás tendenciája 
megegyezett az immunfluoreszcencia eredményeivel. 
Az immunfluoreszcens eredmények megerősítésére egy további, érzékenyebb 
módszert is alkalmaztunk. Megmértük a nsRNS és TIMAP-ra specifikus siRNS-sel 
transzfektált HPAEC transzendotél ellenállását (TER) (4.1.15 ábra, C). Csendesített 
sejtekben a forskolin védő hatása a trombin kezeléssel szemben szintén szignifikánsan 
kisebbnek bizonyult, mint a TIMAP-ot tartalmazó sejtekben. A TIMAP hiányában 
tapasztalt eltérő ERM foszforilációs szint és a TER mérések eredményei a sejtek 
különböző kezelése után megerősítette azt a feltételezésünket, hogy a TIMAP barrier 
funkcióra kifejtett pozitív hatásában (4.1.12 ábra, D) az ERM foszforilációs szintjének 
szabályozása egy fontos elem lehet. 
 







4.1.15 ábra A forskolin EC gátfunkciót védő hatásában szerepe van a TIMAP-nak. HPAEC sejtek 
monolayer-ét TIMAP-ra specifikus si RNS-sel, vagy nem specifikus nsRNS-sel transzfektáltuk, majd 48 
óra elteltével a következő kezeléseknek vetettük alá: 50 µM forskolin 10 perc, 20 nM trombin 30 perc, 
50 µM forskolin 10 perc előkezelés után 20 nM trombin 30 perc. A kezeletlen, kontroll mintákat is a 
transzfekció után 48 óra elteltével használtuk fel. (A) A TIMAP siRNS-sel csendesített (a-h) és a 
nsRNS-sel transzfektált (i-p) HPAEC sejtek monolayer-ében detektáltuk a foszfo-ERM (P-ERM) 
fehérjét immunfluoreszcenciával P-ERM elleni antitesttel (b,d,f,h,i,k,m,o) illetve az aktin 
















































Li és mtsai [198] eredményei szerint a TIMAP PKA-val a Ser337 oldalláncon 
foszforilálódik, ami a Ser333 GSK3β általi foszforilációját iniciálja. Továbbá saját 
foszfatáz aktivitás méréseink azt mutatták, hogy míg a csak PKA-val foszforilált TIMAP 
gátolta a PP1cβ-t, a PKA-val és GSK3β-val kétszeresen foszforilált TIMAP már nem 
(4.1.14 ábra), tehát egyedül a TIMAP-PP-PP1cβ komplex aktív a foszfo-moezin 
szubsztráttal szemben. Ezért a trombin és forskolin kezelések hatását BPAEC-re a 
GSK3β specifikus inhibitora, AR-A014418, jelenlétében és távollétében is megvizsgáltuk 
(4.1.16 ábra). Immunfluoreszcenciával és Western blottal is azt tapasztaltuk, hogy a 
GSK3β aktivitás gátlásával a sejtek P-ERM szintje a gátlószerrel nem kezelt sejtekhez 
hasonlítva a további kezelésektől függően változóan, de mindig magasabb volt. (4.1.16 
ábra, A-B). A forskolin előkezelés nem védte ki a trombin hatását a GSK3β gátolt 
sejtekben (4.1.16 ábra, A:g,h, B), amit TER méréseink is megerősítettek (4.1.16 ábra, C). 
Eredményeink arra utalnak, hogy az endogén TIMAP-ot cAMP indukált PKA 
előfoszforilációja után a GSK3β kináz is foszforilálja. 
 
 
filamentumokat Texas Red phalloidinnel festettük (a,c,e,g,j,l,n,p). A felvételek páronként a minták 
azonos részletéről készültek. Nyilakkal jelöltük a plazmamembránban a P-ERM fehérje feldúsulását 
trombin kezelés után a csendesített sejtekben (d), illetve a nsRNS kontrollban (k), hasonlóan a forskolin 
és trombin együttes kezelése után a csendesített sejtekben (h) illetve a feldúsulás hiányát az nsRNS-sel 
transzfektált sejtekben (o). Nagyítás: 60x. (B) A kezelt és kezeletlen sejteket 20 mM NaF-ot tartalmazó 
SDS mintapufferben felkapartuk és Western blottal vizsgáltuk a P-ERM mennyiségét specifikus 
antitesttel. Belső fehérjekontrollként GAPDH-t alkalmaztunk, ehhez viszonyítottuk a P-ERM 
mennyiségét (n=3, átlag ± SE). (C) Bazális TER mérést követően a sejteket forskolinnal (50 µM) vagy 
DMSO-val előkezeltük. A maximális hatás elérése után (~30 perc) a megfelelő mintákat trombinnal 
kezeltük (100 nM). Három független transzfekció eredményeit (maximális növekedés vagy 
csökkenéskor mért relatív ellenállás) mutatjuk be. Az eredményeket a nem kezelt (kontroll), siRNS-sel 
transzfektált mintára normalizáltuk (átlag ± SE). *: szignifikáns eltérés a nsRNS és siRNS-sel 
transzfektált minták között (P<0,05).  









4.1.16 ábra GSK3β inhibitor mérsékli a forskolin hatását. (A) AR-A014418 GSK3β inhibitorral 
(b,d,f,h) vagy vehikulummal (a,c,e,g)  előkezelt BPAEC monolayer-ét további kezelés nélkül (a,b) 
illetve 50 µM forskolin (10 perc) (c,d), 50 nM trombin (20 perc) (e,f) és 50 µM forskolin (10 perc) után 
50 nM trombin (20 perc) (g,h) kezelés után immunfluoreszcenciával vizsgáltuk anti-foszfo-ERM 
ellenanyaggal. A nyilak a plazmamembránban feldúsult foszfo-ERM-et jelölik. Nagyítás: 60x. (B) Az A 
panel szerinti kezelések után a sejtlizátumokban Western blottal tanulmányoztuk a P-ERM mennyiségét. 
A Western blot P-ERM és aktin jeleit denzitometráltuk, a P-ERM mennyiségét a megfelelő aktin 
mennyiségére normalizáltuk. A kezeletlen minta P-ERM mennyiségét vettük 100%-nak és ennek 
százalékában fejeztük ki a többit. (C) Bazális TER méréseket követően (kiindulási ellenállás 750-850 Ω) 
a sejteket 20µM AR-A014418 GSK3β inhibitorral vagy DMSO-val előkezeltük 4 órán át. Ezután adtunk 
a megfelelő mintákhoz 50 µM forskolint (F). Miután a kezelt minták ellenállása újra megközelítette a 
kontrollok értékeit (körülbelül 2 óra elteltével), a megfelelő sejteket trombinnal kezeltük (20 nM).  Az 
ábrán a trombin kezelés után bekövetkezett maximális TER csökkenés időpontjában detektált relatív 
rezisztencia értékeket mutatjuk be. Három független kísérlet eredményét átlagoltuk (± SE), az 
eredmények statisztikai elemzését párosítatlan t próbával végeztük el. A szignifikáns eltéréseket 
csillaggal jelöltük: * (P<0.05), ** (P<0.01), vagy *** (P<0.001).  
P-ERM
aktin

















K         F        T      F+T      K        F        T      F+T






















K         F        T      F+T      K        F        T      F+T
A B
C
vehikulum + GSK inhibitor




4.1.2.3 Protein foszfatáz 2A tüdő EC-ben 
 
4.1.2.3.1 PP2A és az EC citoszkeleton 
 
A Ser/Thr-specifikus protein foszfatázok másik, a sejtekben nagy mennyiségben 
expresszálódó típusa a protein foszfatáz 2A (PP2A). Marha, illetve humán tüdő makro- 
(BPA-) és mikrovaszkuláris (HLMV-) EC citoszkeleton szerkezetét, a makro- és 
mikrofilamentumok elrendeződését a PP2A aktivitás specifikus gátlását okozó 5 nM 
okadánsavval való kezelés [199] jelentősen megváltoztatja (4.1.17 ábra). A 
mikrotubulusok részben feloldódnak, a kortikális aktin mennyisége csökken, és 
stresszkábelek alakulnak ki. Összességében ezek a kontrahált sejtekre jellemző változások 
a PP2A és az EC citoszkeleton szerkezete/átrendeződése közötti kapcsolatot jelzik. 
HPAEC-ben a PP2A immunfestése a mikrotubulusokhoz hasonló elrendeződést mutat 
(4.1.18 ábra, A,C), ami a két fehérje közötti kölcsönhatásra utalhat. A sejtek okadánsav 
kezelése után ez a hasonlóság eltűnik, a perifériás mikrotubulusok pedig feloldódnak 
(4.1.18 ábra, B,D), a foszfatáz feltehetően disszociál a mikrotubulusokról. 
 
BPAEC-ből szubcelluláris frakciókat izoláltunk és azokban vizsgáltuk a PP1, PP2A 
és PP2B Ser/Thr specifikus protein foszfatázokat Western blottal (4.1.19 ábra, A). A PP1 
minden frakcióban egyaránt kimutatható, a PP2B pedig az aktin és vimentin gazdag 
frakciókban található jelentős mennyiségben. Továbbá ezek a kísérleti eredmények is arra 
 
4.1.17 ábra A PP2A gátlása módosítja az EC citoszkeletont. BPAEC (A) és HLMVEC (B) konfluens 
monolayereket 0,1% DMSO-val (kontroll) vagy 5 nM okadánsavval (OA) kezeltünk 90 percig, majd 
immunfluoreszcens festést végeztünk, a makrofilamentumokat β-tubulin elleni antitesttel jelöltük. Az 
aktint Texas Red phalloidinnel festettük. A tubulin és aktin jelölésről a felvételek páronként, a minták 
azonos részletéről készültek.  A nyilak a B panelen a kontroll és a kezelt minták közötti eltérésekre 
































utalnak, hogy a PP2A kötődik a mikrotubulusokhoz. A 4.1.19 ábra B részén a BPAEC 
mikrotubulusban gazdag, citoszkeleton és citoszól frakcióinak Western blot eredményei 
láthatóak. A frakcionálási módszert igazolja, hogy a mikrotubulus frakcióban a tubulin és 




4.1.19 ábra Ser/Thr specifikus protein foszfatázok az EC szubcelluláris frakcióiban. (A) Az Anyagok és 
módszerek fejezetben leírtaknak megfelelően preparált sejtfrakciók (aktin, Ac; tubulin, Tu; citoszól, Cy 
és intermedier filamentumokban/vimentin, Vi gazdag) fehérjéit 10%-os SDS-PAGE-sel elválasztottuk, 
és nitrocellulóz membránra blottoltuk. A fehérjéket PP1-, PP2A- és PP2B- elleni specifikus antitestekkel 
detektáltuk. (B) Az Anyagok és módszerek fejezetben leírtaknak megfelelően preparált sejtfrakciók 
(mikrotubulus, MT; F-aktin gazdag citoszkeleton, CSK és citoszól, CSL) fehérjéit 10%-os SDS-PAGE-
sel elválasztottuk, és nitrocellulóz membránra blottoltuk. A fehérjéket β-tubulin, tau-, PP2A- és HSP27- 
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4.1.18 ábra PP2A lokalizációja HPAEC-ben. HPAEC-t 0,1% DMSO-val (kontroll), (A,C), vagy 5 nM 
okadánsavval kezeltük (B,D) 90 percig. A sejteket kezelés után fixáltuk és az Anyagok és módszerek 
fejezetben leírtak szerint immunfluoreszcens festést végeztünk β-tubulin (A,B) és PP2Ac (C,D) elleni 
specifikus monoklonális antitesttekkel. A kinagyított részletek az EC perifériás régióinak eltérő tubulin 










foszfatáz és a mikrotubulusok közötti kölcsönhatást igazolja. Az is érdekes, hogy a 
HSP27 fehérjét is ebben a frakcióban detektáltuk. Mindezek alapján feltételezhető, hogy a 
PP2A részt vehet a tau és HSP27 fehérjék foszforilációs szintjének szabályozásában és 
ezen keresztül fejti ki hatását az EC citoszkeleton szerkezetére. 
HUVEC cDNS könyvtár sikeres szűrése után a PP2A C katalitikus (PP2Ac) és A 
szerkezeti regulátor (PP2Aa) alegységének kódoló szekvenciáit emlős expressziós 
vektorokba szubklónoztuk az Anyagok és módszerek című fejezetben leírtaknak 
megfelelően. A konstruktokkal HPAEC-t tranziensen transzfektáltunk. Egy nap múlva a 
sejtlizátumokban in vitro foszfatáz méréssel ellenőriztük, hogy az overexpresszált PP2A 
rendelkezik-e katalitikus aktivitással (4.1.4 táblázat).  Az alkalmazott P-MLC szubsztrátot 
in vitro mind a PP1, mind a PP2A enzim képes defoszforilálni. Ezért a kétféle aktivitás 
megkülönböztetésére 1 nM okadánsavat (OA) használtunk, mely ebben a 
koncentrációban gátolja a PP2A-t, a PP1 aktivitását viszont nem befolyásolja [200]. 
Párhuzamos méréseket végeztünk a gátlószer nélkül és annak jelenlétében. Az effektor 
távollétében mért aktivitás a PP1 és PP2A együttes aktivitásának felel meg. 1 nM 
okadánsav jelenlétében a PP2A gátlódik, a detektált aktivitás a PP1-nek tudható be. Így a 
kapott eredmények különbségéből következtettünk a PP2A aktivitására.  
 
A várakozásnak megfelelően a szerkezeti PP2Aa alegység overexpressziója nem 
okozott változást, a PP2Ac katalitikus alegység viszont önmagában is és a PP2Aa-val ko-
expresszálva is 50-60%-os aktivitásnövekedést eredményezett (4.1.4 táblázat). Az endotél 
sejtek transzfekciójának alacsony hatékonyságát is figyelembe véve elmondható, hogy a 
rekombináns PP2Ac az HPAEC-ben katalitikusan aktív. 




pCMV-HA 100 ± 11 
PP2Ac/pCMV-HA 147 ± 14 
PP2Aa/pcDNA3.1/Myc-His 106 ± 10 
PP2Ac/pCMV-HA + 
PP2Aa/pcDNA3.1/Myc-His 166 ± 17 
A transzfektált sejtek lizátumában a PP2A aktivitást az Anyagok és módszerek fejezetben 
megadott módszerrel határoztuk meg [32P]-foszfo-MLC szubsztráttal, és a vektor kontroll %-ában adtuk 
meg négy független kísérlet átlagát ± SD. 




Ezután immunfluoreszcenciával vizsgáltuk a PP2Ac és PP2Aa alegységeket 
overexpresszáló HPAEC citoszkeleton szerkezetét (4.1.20 és 4.1.21 ábrák). Kettős 
jelölést alkalmaztunk, egyrészt a rekombináns PP2A alegységet HA- vagy c-myc-tag 
elleni antitesttel jelöltük, másrészt vagy az aktint festettük Texas Red phalloidinnel, vagy 
a tubulint jelöltük specifikus antitesttel. Így a PP2A-t nem overexpresszáló sejtek a 
mikroszkópos felvételeken könnyen azonosíthatóak és belső kontrollként szolgálnak.  
A PP2Ac overexpressziója az HPAEC aktin citoszkeletonjának átrendeződését 
eredményezte (4.1.20 ábra, A-C), a stresszfilamentumok elvékonyodtak, a kortikális aktin 
réteg megvastagodott. A PP2Aa esetében nem tapasztaltunk változást az aktin 
citoszkeleton szerkezetében (4.1.20 ábra, D-F). Az egyesített képeken viszont 
megfigyelhető mindkét PP2A alegység ko-lokalizációja a perifériás F-aktinnal. Trombin 
kezelés (50 nM, 30 perc) jellemzően stresszkábelek kialakulását és EC kontrakciót vált ki. 
A PP2Ac-t overexpresszáló sejtekben azonban az ágens hatása mérsékelt volt akár a belső 
kontroll sejtekhez, akár a katalitikus aktivitással nem rendelkező PP2Aa-t 
overexpresszáló sejtekhez viszonyítva (4.1.20 ábra, G-J).  
Kezeletlen, a PP2A alegységeket overexpresszáló sejtekben a belső kontroll 
sejtekkel összehasonlítva a mikrotubulusok szerkezetében nem láttunk jelentős változást 
(nincs dokumentálva). A trombin kezelésnél tapasztaltakhoz hasonlóan, a mikrotubulusok 
depolimerizációját előidéző nokodazol (200 nM, 30 perc) hatását is kivédte a PP2Ac 
túltermelése akár önmagában, akár a PP2Aa-val együtt (4.1.21 ábra, A-F). A ko-
expresszió esetében a tubulinnal együtt a két foszfatáz alegység, a PP2Ac és PP2Aa 
együttes immunfestését nem tudtuk elvégezni. Viszont a csak PP2Ac-t (A,B) és a csak 
PP2Aa-t (C,D) overexpresszáló sejtek fenotípusa alapján meg tudtuk becsülni a ko-
expresszió eredményességét az egyes sejteken. Míg a belső kontroll és PP2Aa-t 
túltermelő sejtek mikrotubulus rendszere a nokodazol kezelés következtében felbomlott, a 
PP2Ac-t overexpresszáló sejtekben épen maradt (4.1.21 ábra, A-F). Okadánsav előkezelés 
után, ami az overexpresszált PP2Ac aktivitását gátolja, nem találtunk olyan sejtet, amiben 
a nokodazol kezelést a túltermelődő foszfatáz kivédte volna (4.1.21 ábra, G-J).   
Ezek az eredmények is alátámasztják a PP2A foszfatáz és az endotél citoszkeleton 
közötti funkcionális kapcsolatot. A citoszkeleton szerkezete befolyásolja az EC 
gátfunkciót, ezért feltételezhető, hogy a PP2A aktivitás az EC gátfunkció 
szabályozásában is részt vesz, amit TER méréssel tudtunk igazolni.   






4.1.20 ábra A PP2Ac overexpressziója mérsékli a trombin hatását. HPAEC-t PP2Ac/pCMV-HA 
(A,B,C,G,H) illetve PP2Aa/pcDNA3.1/Myc-His (D,E,F,I,J) plazmidokkal transzfektáltunk. A sejteket 
további kezelés nélkül (A-F), vagy 30 perc 50 nM trombin kezelés után (G-J) immunfestettük HA-tag 
(PP2Ac kimutatására), vagy c-myc-tag elleni (PP2Aa kimutatására) antitesttel, valamint az F-aktint 
Texas Red phalloidinnel festettük. Az overexpresszáló sejteket nyíllal jelöltük. Nagyítás: 60x.  
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Az EC transzfekció alacsony hatékonysága miatt a barrier funkció 
tanulmányozásához a PP2Ac és PP2Aa alegységek overexpressziójához adenovírus 
expressziós rendszert alkalmaztunk. Infekció után a rekombináns fehérjék jelenlétét 
Western blottal, az infekció közel 100%-os hatékonyságát pedig immunfluoreszcens 
kísérlettel igazoltuk (nincs dokumentálva). Mértük az adenovírussal fertőzött, PP2A 
 
4.1.21 ábra A PP2A overexpressziója stabilizálja az HPAEC mikrotubulus szerkezetét. HPAEC-t 
PP2Ac/pCMV-HA (A,B) vagy PP2Aa/pcDNA3.1/Myc-His (C,D) plazmidokkal, illetve a két 
plazmiddal együttesen (E-J) transzfektáltunk.  A sejteket 200 nM nokodazollal 30 percig (A-F), vagy 90 
perc 5 nM okadánsav előkezelés után (G-J) további 30 percig 0,1% DMSO-val (G,H), vagy 200 nM 
nokodazollal (I,J) kezeltük, majd immunfestést végeztünk HA-tag (PP2Ac kimutatására), c-myc-tag 






















alegységeket, vagy a lacZ-t overexpresszáló HPAEC monolayer-ek rezisztenciáját 
agonista nélkül és trombin vagy nokodazol kezelés után (4.1.22 ábra). A kontroll és lacZ-t 
expresszáló minták rezisztenciája a trombin és a nokodazol hatására is jelentős, 60-70%-
os csökkenést mutat. A PP2Ac overexpressziója mind a trombin (A), mind a nokodazol 
(B) által kiváltott rezisztencia csökkenést szignifikánsan mérsékelte, igazolva a PP2A 




4.1.22 ábra A PP2A overexpressziója mérsékli a HPAEC trombin vagy nokodazol által kiváltott 
permeabilitás növekedését. HPAEC-t lacZ, PP2Aa-GFP, PP2Ac-GFP vagy együttesen PP2Ac-GFP és 
PP2Aa-GFP fehérjéket termelő adenovírussal fertőztünk az Anyagok és módszerek fejezetben leírtaknak 
megfelelően. A 0,1% DMSO-val, 20 nM trombinnal (A), vagy 200 nM nokodazollal (B) kezelt sejtek 
transzendotél rezisztencia változását időben követtük. A nyilak az agonisták hozzáadását jelölik. A jobb 
oldalon az oszlopdiagramok a trombin illetve nokodazol hozzáadás után a minták normalizált 
rezisztenciájában detektált maximális változást mutatják be a nem fertőzött kontroll minta esetében talált 
maximális hatás %-ában. Három független kísérlet eredményét átlagoltuk (± SE), a szignifikáns 
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A fentiekben leírt eredmények (4.1.19 ábra, B) alapján feltételeztük, hogy a PP2A 
EC citoszkeletonra kifejtett védő hatása összefüggésben lehet a tau és HSP27 fehérjék 
defoszforilációjával. Kontroll és a PP2A gátlószerével kezelt BPAEC lizátumában, 
valamint mikrotubulus és citoszól frakciójában Western blottal detektáltuk a tau Ser262 
oldalláncon foszforilált formáját (4.1.23 ábra, A-B). A tau és a mikrotubulusok 
kölcsönhatását a tau foszforilációja csökkenti, amiben Drewes és mtsai [110] munkája 
szerint a tau Ser262 oldalláncának van a legnagyobb jelentősége. A PP2A gátlásával, az 
OA-val kezelt sejtek lizátumában a kontrollban detektált szinthez képest jelentősen 
 
 
4.1.23 ábra A tau fehérje a PP2A szubsztrátja EC-ben 1. (A) BPAEC-t 0,1% DMSO-val (kontroll), 5 
nM okadánsavval 90 percig (OA), vagy 1 nM calyculin A-val 60 percig (CA) kezeltük. Az Anyagok és 
módszerekben leírtak szerint mikrotubulusban gazdag és citoszól frakciókat állítottunk elő. A teljes 
sejtlizátum (A) és a sejtfrakciók (B) fehérjéit SDS-PAGE-sel elválasztottuk, majd Western blottal, 
specifikus antitesttel kimutattuk a foszfo-tau (Ser262) fehérjét. (C) HPAEC-t PP2Ac/pCMV-HA és 
PP2Aa/pcDNA3.1/Myc-His plazmidokkal ko-transzfektáltunk. A sejteket 0,1% DMSO-val (-ND) (a-c) 
vagy 200 nM nokodazollal (+ND) kezeltük 30 percig (d-f), majd immunfestettük foszfo-tau (Ser262) 
(a,d) és c-myc-tag (PP2Aa kimutatására) (c,f) elleni antitesttel, az aktint pedig Texas Red phalloidinnel 














megemelkedett a tau (Ser262) foszforilációja (4.1.23 ábra, A). A sejtfrakciókban a foszfo-
tau jellemzően a citoszól frakcióban található és nem a mikrotubulusban gazdag 
frakcióban. A foszfatáz gátlószerekkel történő kezelések után a foszfo-tau mennyiségében 
nem találtunk eltérést az 5 nM OA (specifikusan a PP2A-t gátolja) és az 1 nM calyculin A 
(mind a PP1, mind a PP2A aktivitását gátolja) között (4.1.23 ábra, B). Ebből arra 
következtethetünk, hogy a tau (Ser262) oldalláncának defoszforilációját a PP2A 
 
4.1.24 ábra A tau fehérje a PP2A szubsztrátja EC-ben 2. HPAEC-t PP2Ac/pCMV-HA és 
PP2Aa/pcDNA3.1/Myc-His plazmidokkal ko-transzfektáltunk. A sejteket 20 nM trombinnal kezeltük 30 
percig, majd immunfestettük foszfo-tau (Ser262) (B,F) és c-myc-tag (PP2Aa kimutatására) (A,E) elleni 
antitesttel, az aktint pedig Texas Red phalloidinnel festettük (C). A nyilak a PP2Ac-t és PP2Aa-t ko-
expresszáló sejtet jelölik (A-D), amelynek nagyobb nagyítású konfokális felvételén (E-G) a ko-
lokalizáció pontosabb értékelése érdekében a PP2Aa festődését piros színnel mutatjuk.  




szabályozza. PP2Ac-t és PP2Aa-t ko-expresszáló HPAEC immunfluoreszcens vizsgálata 
is alátámasztotta ezt a következtetést (4.1.23 ábra, C és 4.1.24 ábra). Kezeletlen HPAEC-
ben a foszfo-tau mennyisége alacsony, viszont nokodazol vagy trombin kezelés a belső 
kontroll sejtekben a foszfo-tau szintjének jelentős emelkedését váltotta ki. Ezzel szemben, 
a PP2A-t overexpresszáló sejtekben, amelyeket ezekben a kísérletekben is részben a 
PP2Aa immunfestése, részben a Texas Red phalloidin festés alapján azonosítottunk, és az 
ábrákon nyilakkal jelöltünk meg, a tau foszforiláció szintje nem emelkedett meg. A 4.1.24 
ábra E-G paneljein bemutatott konfokális felvételek a PP2A és a foszfo-tau ko-




4.1.25 ábra A HSP27 a PP2A lehetséges szubsztrátja EC-ben. HPAEC-t PP2Ac/pCMV-HA és 
PP2Aa/pcDNA3.1/Myc-His plazmidokkal ko-transzfektáltunk. A sejteket vehikulummal (kontroll) (A-
C), 200 nM nokodazollal (+ND) (D-F) vagy 20 nM trombinnal (G-I) kezeltük 30 percig, majd 
immunfestettük foszfo-HSP27 (A,D,G) és c-myc-tag (PP2Aa kimutatására) (C,F,I) elleni antitesttel, az 
aktint pedig Texas Red phalloidinnel festettük (B,E,H). A nyilak a PP2Ac-t és PP2Aa-t ko-expresszáló 
sejteket jelölik. A fehér négyszög (H) a panel alatt kinagyított részlet pozícióját jelöli. Nagyítás: 60x. 




Foszfo-HSP27 elleni antitestet alkalmazva megismételtük az immunfluoreszcens 
vizsgálatokat (4.1.25 ábra). A trombinnal vagy nokodazollal kezelt HPAEC belső kontroll 
sejtjeiben a HSP27 foszforilációs szintje megnőtt, a PP2A-t overexpresszáló sejtekben 
azonban nem. A PP2A-t overexpresszáló sejtekben a tau és a HSP27 fehérjék 
alacsonyabb foszforiláltságával párhuzamosan a sejtek aktin citoszkeletonja megőrzi 
eredeti szerkezetét és nem alakul ki a belső kontroll sejteken megfigyelhető változás a 
trombin és nokodazol hatására.   
Összességében ezek az eredmények azt igazolják, hogy a PP2A részvétele az EC 
citoszkeleton átrendeződéseinek szabályozásában a citoszkeletonhoz asszociálódó 
fehérjék, mint a tau és HSP27, defoszforilációján keresztül történhet. 
 
A PP2A három alegységből álló fehérje. Az A szerkezeti alegységhez (PP2Aa, A 
alegység) kötődik a katalitikus alegység (PP2Ac, C alegység) és a szubsztrát specificitást 
meghatározó regulátor alegység (PP2Ab, B-alegység). A PP2A holoenzimek a sejtekben 
számos folyamatot szabályoznak és ezt a B-alegység nagyfokú variabilitása teszi 
lehetővé, a B, B’ és B” fehérjecsaládok egymástól aminosav szekvenciájukban eltérő, 
különböző fehérjék számos izoformájából állnak. BPAEC immunfestésével a B 
alegységet elsősorban a citoplazmában detektáltuk (4.1.26 ábra, A). Az ABαC felépítésű 
holoenzim a PP2A egyik leggyakrabban előforduló formája. BPAEC-ben siRNS 
transzfekció segítségével csendesítettük a PP2A Bα alegységét, a csendesítés 
hatékonyságát (70-80%) RT-PCR és Western blot kísérletekkel (4.1.26 ábra, E), valamint 
immunfestéssel is igazoltuk (4.1.26 ábra B). A csendesített sejtek (4.1.26 ábra, B:a,c) 
Texas Red phalloidin festése stresszkábelek kialakulását jelzi a nem specifikus RNS-sel 
transzfektált kontrollhoz (b,d) viszonyítva. A Bα hiányos sejtekben trombin (50 nM, 30 
perc) kezelést követően is erősebb az F-aktin festődése a megfelelő kontrollhoz 
hasonlítva (e,f). A felvételek kvantitatív elemzését is elvégeztük és az F-aktin 
mennyiségében megfigyelhető eltérések szignifikánsnak bizonyultak (4.1.26 ábra, C). A 
trombin hatását TER mérésekkel is összehasonlítottuk nem csendesített és Bα depletált 
HPAEC-n. Míg a PP2Ac overexpressziója az HPAEC-ben mérsékelte a trombin 
kiváltotta rezisztencia csökkenést (4.1.22 ábra, A), a Bα csendesítése, éppen ellenkezőleg, 
fokozta a trombin hatását (4.1.26 ábra, D).  Ebből arra következtethetünk, hogy az EC 
citoszkeleton szabályozásában a PP2A ABαC holoenzim formája jelentős. 






4.1.26 ábra A PP2A B regulátor alegysége az EC citoszkeleton és gátfunkció szabályozásában. (A) 
PP2A B alegység lokalizációja BPAEC-ben. Az immunfluoreszcens jelölést a B alegységre specifikus 
antitesttel végeztük (a), a sejtek aktin festése pedig Texas Red phalloidinnel történt (b). Lépték: 200 µm. 
(B) BPAEC-t nem specifikus (nsRNS) (b,d,f) és PP2A Bα alegységre specifikus siRNS-sel (a,c,e) 
transzfektáltunk, majd további kezelés nélkül (a-d), illetve 30 perc 50 nM trombin kezelés után (e-f) B 
alegységre specifikus antitesttel jelöltük (a-b), illetve Texas Red phalloidinnel aktinra festettük (c-f) a 
sejteket. Lépték: 200 µm. (C) Image J program segítségével összehasonlítottuk a trombin hatására 
kialakult stressz kábelek mennyiségét a mintákban. Három független kísérlet eredményéből mintánként 
14 sejten végzett analízis átlaga (± SE), a szignifikáns eltéréseket jelöltük: * (P<0,05 az nsRNS trombin 
nélküli mintához hasonlítva), # (P<0,05 az nsRNS trombinnal kezelt mintához hasonlítva). (D) ECIS 
mikroelektródon tenyésztett HPAEC-t nem specifikus (nsRNS) és PP2A Bα alegységre specifikus 
siRNS-sel transzfektáltunk az Anyagok és módszerek fejezetben leírtak szerint. A bazális rezisztencia 
felvétele után a megfelelő mintákat 50 nM trombinnal kezeltük (nyíl jelöli a trombin hozzáadás idejét), 
majd a sejtek transzendotél rezisztencia változását időben követtük. Három független kísérlet 
eredményét átlagoltuk (± SE). (E) A csendesítés hatékonyságát RT-PCR (bal oldal) és Western blot 
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4.1.2.3.2 PP2A és az EC adherens kapcsolatok 
 
A B alegység az immunfluoreszcens képeken a sejtek perifériás régióiban is 
megfigyelhető (4.1.26 ábra, A). Ezért felmerülhet annak a lehetősége, hogy a PP2A 
esetleg az endotél sejtkapcsolatok szabályozásában is fontos lehet, ami ugyancsak 
befolyásolhatja az EC gátfunkciót. Pull-down módszerrel vizsgáltuk az adherens 
kapcsolatok két fehérje alkotója, a β-katenin, illetve a VE-kadherin kölcsönhatását a Bα 
fehérjével (4.1.27 ábra, A). A HEK sejtekben overexpresszált Bα-t és a kontroll fehérjéket 
anti-V5 agarózon immobilizáltuk, majd BPAEC lizátummal inkubáltuk. Az eluált 
fehérjekomplexekben Western blottal detektáltuk az immobilizált fehérjékhez kötődő β-
katenin, VE-kadherin és foszfo-β-katenin (Ser552) jelenlétét. A PP2A Bα mindhárommal 
kölcsönhatást mutatott, a kontroll mintákban viszont nem tapasztaltuk az adherens 
fehérjék kötődését, ami a PP2A enzim és az EC adherens kapcsolatok közötti specifikus 
kölcsönhatásra utal. 
Tanulmányoztuk a VE-kadherin és a β-katenin lokalizációját BPAEC-ben a PP2A 
aktivitás gátlása után (4.1.27 ábra, B). Okadánsavval (5 nM, 90 perc) történt kezelés után 
a sejtek perifériáján a kezeletlen sejtekben látható folyamatos VE-kadherin réteg 
szakadozottá vált, illetve megszünt (a,b). A β-katenin festődés is lecsökkent a 
sejtperiférián (c,d). Még szembetűnőbb a foszfo-β-katenin (Ser552) (e,f) lokalizációjának 
megváltozása, sőt a foszforiláció mértéke is növekedett. Ez utóbbiról Western blottal is 
meggyőződtünk. Míg a β-katenin mennyisége az okadánsavval kezelt BPAEC 
lizátumában nem változott a kezeletlen mintához viszonyítva, a fehérje foszforiláltsága a 
Ser552 oldalláncon több mint háromszorosára emelkedett (4.1.27 ábra, C), és a 
citoplazmába transzlokálódott (4.1.27 ábra, B:f).  
Hasonlóan, a PP2A Bα alegység csendesítése a β-katenin/foszfo-β-katenin 
transzlokációját okozta BPAEC-ben a membrán régióból a citoplazmába (4.1.27 ábra, D) 
és ez együtt járt a β-katenin foszforilációjával (4.1.27 ábra, E). A csendesítés 
következtében a Bα mennyisége 60-70%-kal csökkent, miközben a foszfo-β-katenin 
szintje megháromszorozódott. 
Összességében az eredmények azt sugallják, hogy a PP2A nem csak az EC 
citoszkeleton szerkezetének szabályozásában, de az adherens sejtkapcsolatok 
kialakulásában is részt vesz, és ezáltal az endotél barrier fenntartásában egy többszörösen 
fontos szabályozó faktor.  
 






4.1.27 ábra A PP2A szabályozza az EC adherens kapcsolatait. (A) HEK sejteket transzfektáltunk 
pcDNA3.1/V5-His, inhibitor2/pcDNA3.1/V5-His, HSP27/pcDNA3.1/V5-His és PP2A Bα/ 
pcDNA3.1/V5-His plazmidokkal az Anyagok és módszerek fejezetben leírtak szerint. A fehérjék 





















   
  















4.2 A protein foszfatázok és kinázok kölcsönhatásai állványfehérjékkel az 
endotél sejtekben 
 
4.2.1 A RACK1 állványfehérje szerepe az EC permeabilitás szabályozásában 
 
4.2.1.1 A RACK1 és TIMAP fehérjék kölcsönhatása 
 
A TIMAP fehérjéről igazoltuk, hogy a PP1 regulátora, és foszforilációjától függő 
módon az ERM fehérjék defoszforilációját szabályozza (4.1.2.2 fejezet). Baktériumban 
expresszált GST-TIMAP csaliként való felhasználásával pull-down kísérlettel a TIMAP 
további, korábban nem azonosított fehérje partnereit kerestük (4.2.1 ábra, A). A BPAEC 
lizátummal inkubált glutation Sepharose-on immobilizált GST-TIMAP eluátumában 
SDS-PAGE után találtunk egy olyan ~34 kDa méretű fehérjesávot, aminek megfelelő sáv 
a két kontroll mintában (GST + BPAEC lizátum és GST-TIMAP + lízis puffer) nem volt 
jelen. Ezért feltételeztük, hogy a TIMAP-pal kölcsönható fehérje lehet. A fehérjét 
tartalmazó géldarabot kivágtuk, és LC-MS/MS analízisre küldtük (Dr. Janáky Tamás, 
SZTE, Orvosi Vegytani Intézet). Swissprot és Uniprot TREMBL adatbázisok alapján az 
új kölcsönható partner marha RACK1 (gén: GNB2L1, Accession number: P63243) 
fehérje. A kölcsönhatást a pull-down eluátumok Western blot vizsgálatával és 
immunprecipitációval is igazoltuk endogén BPAEC fehérjékkel (4.2.1 ábra, B-C). 
fehérjéket anti-V5 affinitás gélen immobilizátuk, amit mosás után BPAEC lizátummal inkubáltunk. 
Újabb mosási lépés után a rekombináns- és a hozzájuk kötődő fehérjéket 2xSDS mintapufferbe eluáltuk 
főzéssel, majd immunoblottal vizsgáltuk a mintákban a β-katenin, VE-kadherin és foszfo-β-katenin 
(S552) jelenlétét specifikus antitestekkel. A Western blot pozitív kontrolljaként BPAEC sejtlizátumot 
használtunk. A pull-down negatív kontrolljaként pedig a BPAEC lizátumot olyan anti-V5 affinitás géllel 
inkubáltuk, amelyhez előzőleg rekombináns fehérjét nem kötöttünk. (B) Kezeletlen (a,c,e) és 5 nM 
okadánsavval 90 percig kezelt (b,d,f) BPAEC immunfestése VE-kadherin (a,b), β-katenin (c,d) és 
foszfo-β-katenin (S552) (e,f) specifikus antitestekkel. Lépték: 200 µm. (C) Kezeletlen (kontroll) és 5 
nM okadánsavval 90 percig kezelt (OA) BPAEC lizátumában összehasonlítottuk a foszfo-β-katenin 
(S552) mennyiségét Western blottal. A felvitt fehérjemennyiség kontrolljaként a mintákat β-katenin és 
aktin elleni antitestekkel is vizsgáltuk. Oszlopdiagram: három független kísérlet eredményeit 
denzitometrálás után β-kateninre normalizáltuk és átlagoltuk ± SE. A szignifikáns eltérést csillaggal 
jelöltük: * (P<0.05). (D) Nem specifikus (nsRNS) (a,c,) és PP2A Bα alegységre specifikus siRNS-sel 
(b,d,) transzfektált BPAEC immunfestése β-katenin (a,b) és foszfo-β-katenin (S552) (c,d) specifikus 
antitestekkel. Lépték: 200 µm. (E) Nem specifikus (nsRNS) és PP2A Bα alegységre specifikus siRNS-
sel transzfektált BPAEC lizátumában összehasonlítottuk a foszfo-β-katenin (S552) mennyiségét 
Western blottal. A csendesítés hatékonyságát PP2A B elleni antitesttel ellenőriztük, a felvitt 
fehérjemennyiség kontrolljaként pedig a mintákat aktin elleni antitesttel is vizsgáltuk. Három független 
kísérlet foszfo-β-katenin (bal oldali oszlopdiagram) és PP2A B (jobb oldali oszlopdiagram) eredményeit 
denzitometrálás után β-kateninre normalizáltuk és átlagoltuk ± SE. A szignifikáns eltéréseket csillaggal 
jelöltük: * (P<0.05).






4.2.1 ábra A TIMAP és RACK1 fehérjék kölcsönhatása. (A) Pull-down kísérletben bakteriálisan 
expresszáltatott GST és GST-TIMAP fehérjéket glutation Sepharose-on immobilizáltunk, majd BPAEC 
lizátummal (SL) vagy lízis pufferrel (LP) inkubáltuk. A nem kötődő fehérjéket mosással eltávolítottuk, 
majd 10 mM glutationnal eluáltuk a kötődő fehérje komplexeket. A mintákban a fehérjéket SDS-PAGE-
sel szeparáltuk és a gél Blue Silver festésével tettük láthatóvá. A csak a BPAEC lizátummal inkubált 
TIMAP mintában megjelenő, feltételezhetően új partnert a gélből kivágtuk és LC-MS/MS analízis 
alapján RACK1 fehérjeként azonosítottuk. (B) A pull-down eluátumok Western blot vizsgálata RACK1 
elleni antitesttel. Pozitív kontrollként BPAEC lizátumot használtunk (SL). (C,D) BPAEC lizátumok 
RACK1 vagy TIMAP elleni antitesttel készült immunprecipitátumában Western blottal vizsgáltuk a 
TIMAP és RACK1 (C), illetve PP1cβ (D) fehérjéket. Egy esetben a RACK1 immunprecipitációját HeLa 
sejten végeztük (D), a minta nevében ezt megadtuk. Az immunoblot pozitív kontrolljaként BPAEC 
lizátumot (SL), az immunprecipitáció negatív kontrolljaként antitest nélküli (ø) és nyúl szérummal (nyúl 
IgG) végzett immunprecipitátumokat használtunk. (E) Nem transzfektált (kontroll), nem specifikus 
nsRNS-el vagy TIMAP-ra specifikus siRNS-sel transzfektált BPAEC lizátumokból RACK1-t 
immunprecipitáltunk. A sejtlizátumokat és az immunprecipitátumokat Western blottal vizsgáltuk 
TIMAP, RACK1 és PP1cβ elleni antitestekkel. Negatív kontrollként antitest nélküli (IP-ø) 
immunprecipitációs mintát használtunk. (F) HeLa sejteket transzfektáltunk pEGFP-C1 (GFP), pEGFP-
C1/wtTIMAP (GFP-Twt) és pEGFP-C1/mutáns TIMAP (GFP-TΔ) kontsruktokkal. Az overexpresszáló 
sejtek lizátumából RACK1 és GFP elleni antitesttel végeztünk immunprecipitációt. A sejtlizátumokat és 
az immunprecipitátumokat Western blottal vizsgáltuk GFP, RACK1 és PP1cβ elleni antitestekkel. 




Korábbi eredményeinkkel (4.1.2.2 fejezet) összhangban, a PP1cβ jelen van a 
TIMAP és a RACK1 immunprecipitátumában is (4.2.1 ábra, D). Több módon is 
bizonyítottuk azonban, hogy a RACK1 és a PP1cβ között nincs közvetlen 
fehérjekapcsolat. HeLa sejtekben, ahol a TIMAP nem expresszálódik és TIMAP depletált 
BPAEC-ben a RACK1 immunprecipitátumában nem mutatható ki a PP1cβ (4.2.1 ábra, 
D,E). Továbbá vad típusú és a PP1c kötő motívumot nem tartalmazó mutáns (∆1-71) 
GFP-TIMAP HeLa-ban történő overexpressziója után akár a GFP-TIMAP tag részére 
specifikus, akár RACK1 elleni antitesttel végeztünk immunprecipitációt, a PP1cβ csak 
akkor volt jelen, ha a minta a vad típusú TIMAP fehérjét overexpresszáló HeLa-ból 
származott (4.2.1 ábra, F). Mindezek azt igazolják, hogy a RACK1 és PP1cβ csak a 
TIMAP-pal való kölcsönhatásuk révén vannak jelen azonos fehérje komplexekben, de 
egymáshoz nem kötődnek. 
A TIMAP-RACK1 kölcsönhatásban jelentős domének feltárásához a két fehérje 
számos GST-taggel ellátott mutánsát (4.2.2 ábra, A) állítottuk elő baktériumban és 
BPAEC lizátumokkal végzett pull-down kísérlettel ellenőriztük az endogén RACK1, 
illetve TIMAP kötődését a csali fehérjékhez (4.2.2 ábra, B-C).  
 
 
4.2.2 ábra A TIMAP és RACK1 kölcsönható régióinak vizsgálata. (A) Vad típusú és trunkált TIMAP és 
RACK1 fehérjék vázlatos szerkezete.  (B,C) A TIMAP (B) és a RACK1 (C) vad típusú és mutáns, GST 
tag-gel ellátott formáit baktériumban termeltettük, glutation Sepharose-hoz kötöttük és BPAEC 
lizátummal pull-down kísérletet végeztünk az Anyagok és módszerek fejezetben leírtak szerint, majd 
immunoblottal vizsgáltuk az eluált mintákban a RACK1 (B) illetve a TIMAP (C) kötődését. Pozitív 
kontrollként BPAEC lizátumot használtunk (SL). A pull-down kísérletben az endogén partnert megkötő 























A RACK1 a TIMAP N- (1-290 aminosavak) és C-terminális (291-567 aminosavak) 
feléhez is kötődött. Az N-terminális rész tartalmazza a PP1c kötő motívumot és öt ankirin 
ismétlődő motívumot (A1-5), valamint egy nukleáris lokalizációs szignál motívumot 
(NLS). Az ankirin ismétlődések jellemzően fehérje kölcsönhatásokban játszanak szerepet, 
de az A4 és A5 ismétlődések nem bizonyultak esszenciálisnak a kötődésben. Ha ugyanis 
a TIMAP N-terminális feléről eltávolítottuk ezt a két ismétlődést, a mutáns (1-165) 
továbbra is kölcsönhatásba lépett a RACK1 fehérjével, továbbá az A4 és A5 ankirin 
ismétlődéseket tartalmazó rövid mutáns (165-290) az endogén RACK1-t nem kötötte. Az 
A1-A3 ankirin ismétlődéseket (67-165), vagy az A1-A3 és a PP1c kötő motívumot (52-
165) tartalmazó mutánsokkal sem kaptunk pozitív jelet. Viszont a nukleáris lokalizációs 
szignállal kiegészített mutáns (35-165) már képes volt kötni a RACK1 fehérjét. A TIMAP 
C-terminális régiójában (291-567) találhatóak a PKA és GSK3β foszforilációs helyek és a 
CAAX prenilációs motívum. Ez utóbbiról megállapítottuk, hogy a kölcsönhatásban nincs 
szerepe, hiszen ha eltávolítottuk (291-563), a kötődésben nem tapasztaltunk változást 
(4.2.2 ábra, B). 
A RACK1 β-propeller szerkezete biztosítja fehérje kölcsönhatásait. A RACK1 
WD4 doménje révén homodimert alakít ki [144], ezért Kiely és mtsai munkája [201] 
alapján olyan RACK1 rövidített/trunkált mutánsokat terveztünk, amelyek a WD4 domént 
tartalmazzák. Az N-terminális mutáns (1-180) megkötötte az endogén TIMAP-ot BPAEC 
lizátumból, a C-terminális mutáns (137-317) viszont nem (4.2.2 ábra, C). 
Mások [198] és saját eredményeinkből (4.1.2.2 fejezet) tudtuk, hogy a TIMAP 
PKA/GSK3β kinázokkal foszforilálódik a Ser337 (PKA), majd a Ser333 (GSK3β) 
oldalláncokon. A RACK1 fehérje kapcsolata is ismert a PKC kinázokkal [131, 138, 202]. 
Ezért PMA-val és forskolinnal aktiváltuk BPAEC-ben a PKC, illetve PKA kinázokat, 
majd pull-down és immunprecipitáció segítségével vizsgáltuk a TIMAP és RACK1 
kötődését (4.2.3 ábra, A-B). Mindkét módszerrel azt tapasztaltuk, hogy a PKC kináz 
aktiválása nem okozott szignifikáns eltérést a kötődésben. A forskolin kezelés viszont 
jelentősen, 50-60%-kal csökkentette a kötődő TIMAP vagy RACK1 mennyiségét, amit 
feltehetően a cAMP/PKA aktiválás következtében a TIMAP PKA (S337), majd GSK3β 
(S333) foszforilációja okozhat.  
A TIMAP ezen foszforilációs helyeit tartalmazó rövidített vad típusú formáját (331-
567 aminosavak) és annak nem foszforilálható (S333A/S337A) valamint a foszforilációt 
utánzó (S333D/S337D) mutánsait termeltettük baktériumban, majd csaliként használtuk 




BPAEC lizátummal történő pull-down kísérletben (4.2.3 ábra, C). A fenti eredményekkel 
összhangban, a foszforilációt utánzó TIMAP mutánshoz kevesebb RACK1 fehérje 





4.2.3 ábra A cAMP/PKA útvonal aktiválása gyengíti a TIMAP-RACK1 kölcsönhatást. (A) GST és GST-
TIMAP (felső blot) vagy GST-RACK1 (alsó blot) fehérjéket glutation Sepharose-on immobilizáltunk, 
majd kezeletlen (kontr), forskolinnal (50 µM, 30 perc) (FRSK) és PMA-val (1 µM, 30 perc) kezelt 
BPAEC-ből készült sejtlizátummal pull-down kísérletet végeztünk. Az eluált fehérjéket RACK1 és 
TIMAP elleni antitestekkel Western blottal vizsgáltuk. Az oszlopdiagram legalább három független 
kísérlet denzitometrált, a megfelelő sejtlizátum mintára normalizált eredményeinek átlagát (±SE) 
foglalja össze, **: P<0,001. (B) Kezeletlen, forskolinnal (50 µM, 30 perc) és PMA-val (1 µM, 30 perc) 
kezelt BPAEC-ből készült sejtlizátumokból TIMAP és RACK1 fehérjéket immunprecipitáltunk, és a 
mintákat TIMAP és RACK1 elleni antitestekkel immunoblottal vizsgáltuk. Az oszlopdiagram legalább 
három független kísérlet denzitometrált, a megfelelő sejtlizátum mintára normalizált eredményeinek 
átlagát (±SE) foglalja össze, **: P<0,001. (C) Baktériumban termeltetett GST-t és GST-taggel ellátott 
vad típusú, trunkált TIMAP-ot (331-567 aminosavak) (wt) és annak S333D/S337D illetve 
S333A/S337A mutált formáit glutation Sepharose-on immobilizáltunk, majd BPAEC lizátummal pull-


















4.2.1.2 A RACK1 szerepe a TIMAP plazmamembrán lokalizációjában 
 
A TIMAP foszforilációját befolyásoló effektorokkal kezelt HPAEC-ben vizsgáltuk 
a TIMAP lokalizációját és kölcsönhatását a RACK1 fehérjével. Kezeletlen sejtekben, 
ahol a TIMAP a magban, a mag körüli régióban és a plazmamembránban található (4.1.11 
ábra, A:a és 4.2.4 ábra, A:a), a mag körüli citoplazma régióban a két fehérje ko-
lokalizációját figyeltük meg (4.2.4 ábra, A:a-c). A RACK1 lokalizációjában az effektorok 
alkalmazása nem okozott változást (4.2.4 ábra, A:b,e,h,k). A TIMAP viszont a forskolin 
kezelést követően a sejtmagból és részben a citoplazmából is a plazmamembránhoz 
transzlokálódott (4.2.4 ábra, A:a,d). Ha PKA inhibitorral (H89, 10 µM) kezeltük a 
sejteket, a TIMAP festődése a plazmamembránban drasztikusan lecsökkent, sőt, az 
inhibitor előkezelés után alkalmazott forskolin hatására sem jelent meg ott (4.2.4 ábra, D). 
A TIMAP foszforilációja PKA-val a S337 oldalláncon előfeltétele további, GSK3β általi 
foszforilációjának a S333 aminosav oldalláncon. Ha a GSK3β specifikus inhibitorával 
(AR-A014418, 20 µM) kezeltük a sejteket, a PKA gátláshoz hasonlóan a TIMAP nem 
jelent meg a plazmamembránban, és a GSK3β inhibitor előkezelés a forskolin hatását is 
erősen csökkentette (4.2.4 ábra, A:d,g,j).  
Kezeletlen és forskolinnal és/vagy GSK3β inhibitorral kezelt HPAEC-ből előállított 
membrán és magi frakció Western blotja megerősítette az immunfluoreszcens vizsgálatok 
eredményeit (4.2.4 ábra, B). Forskolin kezelés után a membrán frakcióban a TIMAP 
mennyisége megnőtt, a GSK3β inhibitora hatására pedig lecsökkent, továbbá a forskolin 
hatását a GSK3β inhibitor előkezelés szignifikánsan csökkentette. Ezzel együtt, a magi 
frakciókban a TIMAP mennyiségében ellentétes előjelű változásokat detektáltunk. Az 
előző kísérletek eredményeivel összhangban, a forskolinnal kezelt HPAEC 
sejtlizátumából immunprecipitált TIMAP mellett a kontroll vagy a GSK3β gátlószerével 
kezelt (+/- forskolin) sejtek TIMAP immunprecipitátumához viszonyítva kevesebb 
RACK1 fehérjét detektáltunk (4.2.4 ábra, C). Az immunprecipitált mintákban látható 
extra sáv az IgG-nek felel meg.  
Mindezek alapján azt feltételezhetjük, hogy a TIMAP és a RACK1 között a 
citoplazmában van kölcsönhatás, amit a TIMAP PKA/GSK3β foszforilációja befolyásol. 
 





4.2.4 ábra GSK3β gátlásával a TIMAP plazmamembrán lokalizációja megszüntethető.  (A) Kezeletlen 
(kontroll) (a-c), forskolinnal (50 µM, 30perc) (FRSK) (d-f), AR-A014418 GSK3β inhibitorral (20 µM, 4 
óra) (g-i) vagy az inhibitorral történt előkezelést (20 µM, 4 óra) követően forskolinnal (50 µM, 30perc) 
(j-l) kezelt konfluens HPAEC immunfluoreszcens festése TIMAP és RACK1 elleni antitestekkel. 
Lépték: 100 µm. (B) HPAEC-ből az A panelhez megadott kezelések után az Anyagok és módszerek 
fejezetben leírtak szerint szubcelluláris frakciókat állítottunk elő. A membrán és magi frakciókban 
Western blottal detektáltuk a TIMAP fehérjét. A frakciók tisztaságát CD31 és lamin A/C elleni 
antitestekkel ellenőriztük. Az oszlopdiagram a CD31 (membrán frakció) illetve a lamin A/C (magi 
frakció) fehérjékre normalizált TIMAP mennyiséget mutatja be az egyes frakciókban a különböző 
kezelések után. Három független kísérlet átlaga ± SE. A szignifikáns eltéréseket csillaggal jelöltük: 
**(P<0,01) és ***(P<0,001). (C) HPAEC-ből az A panelhez megadott kezelések után TIMAP-ot 
immunprecipitáltunk. A sejtlizátumokat és az immunprecipitátumokat TIMAP és RACK1 elleni 
antitestekkel immunoblottal vizsgáltuk. (D) Kezeletlen (kontroll), H89 PKA inhibitorral (10 µM, 30 
perc), forskolinnal (50 µM, 30 perc) vagy az inhibitorral történt előkezelést (10 µM, 30 perc) követően 
forskolinnal (50 µM, 30perc) kezelt konfluens HPAEC immunfluoreszcens festése TIMAP elleni 









A RACK1 fehérjét eredményesen csendesítettük HPAEC-ben siRNS 
transzfekcióval. RT-PCR-ral mRNS szinten 70-80%, Western blottal fehérje szinten 
~50% csökkenést detektáltunk (4.2.5 ábra, A-B). Érdekes módon a RACK1 
csendesítésével párhuzamosan a TIMAP mRNS és fehérje szintje is megnőtt. A belső 
kontrollként használt PP2A B alegységre specifikus primerpárral végzett kísérletben ilyen 
jellegű eltérést nem tapasztaltunk. Elképzelhető, hogy a RACK1 befolyásolhatja a 
TIMAP transzkripcióját, de ezzel kapcsolatos további vizsgálatot még nem végeztünk.  
 
 
4.2.5 ábra RACK1 csendesítés hatása a TIMAP-ra. (A,B) HPAEC-t nem specifikus (nsRNS) vagy 
RACK1-ra specifikus siRNS-sel transzfektáltunk. A csendesítés hatékonyságát RACK1, PP2A B és 
TIMAP specifikus primerpárokkal végzett RT-PCR-ral (A) és RACK1, aktin és TIMAP elleni antitestek 
felhasználásával Western blottal (B) ellenőriztük. Az oszlopdiagram a β-aktinra normalizált RACK1 
illetve TIMAP mennyiségét mutatja be a nem transzfektált (kontroll) és a transzfektált mintákban. 
Három független kísérlet átlaga ± SE. A szignifikáns eltéréseket csillaggal jelöltük: **(P<0,01) és 
***(P<0,001). (C) Nem transzfektált (kontroll), nem specifikus (nsRNS) vagy RACK1-ra specifikus 
siRNS-sel transzfektált HPAEC immunfluoreszcens festése TIMAP és RACK1 elleni antitestekkel. 
Lépték: 100 µm. (D) Nem transzfektált (kontroll), nem specifikus (nsRNS) vagy RACK1-ra specifikus 
siRNS-sel transzfektált HPAEC membrán frakciójának Western blotja TIMAP és CD31 elleni 
antitestekkel. Az immunoblot pozitív kontrolljaként kezeletlen sejtlizátumot (SL) alkalmaztunk. 
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A TIMAP magasabb szintű expressziója ellenére is a RACK1 csendesített HPAEC 
plazmamembránjában és membrán frakciójában nem, vagy alig detektáltunk TIMAP-ot 
(4.2.5 ábra, C,D). Ezért feltételeztük, hogy emiatt a RACK1 hiányában az EC kitapadása 
és szétterülése, végső soron barrier formáló képessége is változhat, amit ECIS mérésekkel 
ellenőriztünk.  
 
Azonos számú kontroll, nsRNS-sel és RACK1 specifikus siRNS-sel transzfektált 
HPAEC-t helyeztünk az ECIS elektródokra a transzfekció után 48 órával és mértük a 
sejtréteg rezisztenciáját, ami a mérés kezdetekor mindhárom mintában ~300 Ω volt (4.2.6 
ábra, A). A RACK1 csendesített HPAEC rezisztenciája azonban már a mérés megkezdése 
után 1 órával szignifikánsan alacsonyabb volt, mint a kontroll mintáké. Miközben a két 
 
4.2.6 ábra A RACK1 csendesítése lassítja az EC barrier kialakulását.  Nem transzfektált (kontroll) és 
nem specifikus (nsRNS) vagy RACK1-ra specifikus siRNS-sel transzfektált HPAEC-t (mintánként 
5x105 sejt) a transzfekció után 48 órával 8W10E ECIS mérőelektródokra passzáltunk. A minták 
kiindulási rezisztencia értéke ~300 Ω volt. (A) A passzálást követő 20 órán keresztül követtük a minták 
rezisztencia változását. (B,C) A mintákat a passzálás után egy éjszakán át CO2 termosztátban 
tenyésztettük, majd az alap rezisztencia érték (900-1200 Ω) felvétele után a mintákat 50 µM forskolinnal 
(FRSK) (B) vagy 1 µM szfingozin 1-foszfáttal (S1P) (C) kezeltük. A diagramokon az agonisták által 
kiváltott maximális hatás időpontjában detektált, a kiindulási értékre normalizált rezisztencia értékek 
átlagát (± SE) mutatjuk be négy független kísérletből. A szignifikáns eltéréseket csillaggal jelöltük: * 












kontroll között nem alakult ki jelentős különbség, a RACK1 csendesített minta eltérése a 
mérés közben (0-20 óra) egyre fokozódott. Az EC barriert erősítő forskolin és szfingozin 
1-foszfát hatását is szignifikánsan csökkentette a RACK1 csendesítése (4.2.6 ábra, B,C). 
Ez összhangban van feltételezésünkkel, miszerint a TIMAP mennyiségének a RACK1 
hiányában tapasztalt csökkenése a plazmamembránban gyengíti az EC barrier formáló 
képességét. 
Immunfluoreszcens vizsgálataink eredménye alapján nem feltételezhettük, hogy a 
RACK1 direkt módon részt venne a TIMAP plazmamembránhoz történő transzportjában 
(4.2.4 ábra, A). A TIMAP membrán lokalizációjához szükséges C-terminálisának 
prenilációja, amit a farnezil transzferáz enzim katalizál [100]. Pull-down módszerrel a 
rekombináns RACK1 fehérje BPAEC lizátumából megkötötte a farnezil transzferázt. A 
TIMAP-hoz hasonlóan, a RACK1 N-terminális, WD1-4 régiója köti a transzferázt (4.2.7 
ábra, A). A TIMAP és a farnezil transzferáz kölcsönösen detektálható a másikra 
specifikus antitesttel kezeletlen, vagy nsRNS-sel transzfektált HPAEC-ből készített 
immunprecipitátumokban, ami a két fehérje közötti kölcsönhatásra utal. A RACK1 
hiányában, a csendesített HPAEC mintákban, ez a kölcsönhatás azonban nem mutatható 
ki (4.2.7, B). Ebből arra következtethetünk, hogy a TIMAP és a farnezil transzferáz nem 





4.2.7 ábra A RACK1 biztosítja a TIMAP és a farnezil transzferáz közötti kapcsolatot. (A) Baktériumban 
termeltetett GST-t és GST-taggel ellátott vad típusú (wt) és trunkált (1-181 és 137-317 aminosavak) 
RACK1 fehérjéket glutation Sepharose-on immobilizáltunk, majd BPAEC lizátummal pull-down 
kísérletet végeztünk. Az eluált fehérjéket farnezil transzferáz (FT) elleni antitesttel Western blottal 
vizsgáltuk. Az immunoblot pozitív kontrolljaként kezeletlen sejtlizátumot (SL) alkalmaztunk. (B) Nem 
transzfektált (kontroll) és nem specifikus (nsRNS) vagy RACK1-ra specifikus siRNS-sel transzfektált 
HPAEC lizátumából TIMAP és farnezil transzferáz (FT) elleni antitestekkel végeztünk 
immunprecipitációt. A sejtlizátumokat és az immunprecipitált mintákat immunoblottal vizsgáltuk 
TIMAP és farnezil transzferáz elleni antitestekkel. 




4.2.2 NHERF fehérjék vizsgálata EC-ben 
 
Az ERM fehérjék közvetlenül, vagy adaptor fehérjéken keresztül kapcsolják az F-
aktint a plazmamembrán integráns fehérjéihez, ezáltal a kontrahált vagy relaxált EC és az 
EC barrier fenntartásában fontos szerepük van. Az NHERF fehérjecsalád két tagja, az 
NHERF1/EBP50 és az NHERF2 C-terminálisán ERM kötő régió található. Mivel 
korábban ezeket a fehérjéket döntően epitél sejtekben vizsgálták az NHE3 fehérje 
szabályozásában betöltött szerepük miatt, ezért célul tűztük ki az EBP50 és NHERF2 
fehérjék tanulmányozását tüdő artéria EC-ben. 
 
4.2.2.1 EBP50  
 
4.2.2.1.1 Az EBP50 sejtciklus függő lokalizációja EC-ben 
 
Az EBP50 sejten belüli lokalizációját immunfluoreszcenciával vizsgáltuk EC-ben 
(4.2.8 ábra, A). Az epitél sejtekkel ellentétben (j-l), ahol a citoplazmában detektáltuk, 
BPAEC-ben és HUVEC-ben elsősorban a magban és a mag körüli citoplazma régióban 
találtuk (a-f). Az NHERF2 fehérje a várakozásnak megfelelően a citoplazmában festődött 
(g-i). Az EBP50 immunfestését egy másik EBP50 elleni antitesttel is megismételtük, 
amellyel szintén a fehérje magi lokalizációját detektáltuk (nincs dokumentálva). Az 
overexpresszáltatott EBP50 szintén eltérően lokalizálódott az endotél és epitél sejtekben, 
BPAEC-ben a magban (m-o), HeLa-ban a citoplazmában (p-r). BPAEC és MCF7 
szubcelluláris frakcióival végzett Western blot eredményeink is alátámasztották a fehérje 
sejttípustól függő lokalizációját (4.2.8 ábra, B). A citoplazma és magi frakciók tisztaságát 
tubulin és lamin A/C elleni antitestekkel ellenőriztük. Az EBP50 fehérjét csak a BPAEC- 
magi frakciójában detektáltuk, az MCF7 magi frakciójában nem volt jelen. 
Immunhisztokémiai vizsgálatunk is azt igazolta, hogy az EBP50 az EC-ben a magban 
lokalizálódik (4.2.8 ábra, C). 
Az immunfluoreszcensen jelölt BPAEC mintákon megfigyeltük, hogy az osztódó 
sejtekben az EBP50 elhagyta a sejtmagot. BPAEC-en EBP50 és tubulin elleni antitesttel 
immunfestést végeztünk, a sejtmagot pedig DAPI festéssel tettük láthatóvá (4.2.9 ábra). 
Ezzel azonosítani tudtuk, hogy az egyes sejtek a sejtciklus mely fázisában voltak a minta 
fixálásakor. Interfázisban az EBP50 a sejtek magjában található. A profázisban 
megfigyelhető, hogy elkezdődött a fehérje citoplazmában való megjelenése. A mitózis 
további szakaszaiban jelen van a citoplazmában, majd a citokinézisben visszatér a magba.  





4.2.8 ábra Az EBP50 magi lokalizásciója EC-ben. (A) Konfluens BPAEC (a-c, g-i), HUVEC (d-f) és 
MCF7 (j-l), valamint EBP50/pCMV-myc plazmiddal transzfektált BPAEC (m-o) és HeLa (p-r) 
immunfluoreszcens vizsgálata EBP50 (a,d,j), NHERF2 (g), c-myc (m,p) és tubulin (b,k) elleni 
antitestekkel. Az aktin szálakat Texas Red phalloidinnel festettük (e,h,n,q). Lépték: 100 µm. (B) 
BPAEC és MCF7 sejtekből az Anyagok és módszerek fejezetben leírtak szerint citoplazma (CP) 1 és 2, 
valamint magi (M) frakciót állítottunk elő. A sejtlizátumokat és a frakciókat immunoblottal vizsgáltuk 
EBP50, tubulin és lamin A/C fehérjék elleni antitestekkel. (C) Humán bőr minták immunhisztokémiai 
vizsgálata EBP50 elleni antitesttel (c). Az ereket fénymikroszkóp segítségével morfológia alapján 
azonosítottuk (a,e). A sejtmagokat DAPI festéssel jelöltük (b,f). Kontroll kísérletben (e-h) a másodlagos 
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Korábban leírták, hogy HeLa sejtekben az EBP50 a mitózisban foszforilálódik, amit 
a Cdk1 katalizál két Ser oldalláncon [169]. Feltételeztük, hogy az EBP50 változó 
lokalizációja a BPAEC sejtciklusa során összefügghet foszforilációs állapotával. A Cdk1 
foszforilációs helyeken mutáns EBP50 overexpressziójára alkalmas konstruktot hoztunk 
létre. A mutánsban a Cdk1 foszforilációs helyeit, a Ser288 és Ser310 aminosavakat savas 
jellegű Asp-ra cseréltük. BPAEC-t transzfektáltunk a vad típusú és mutáns 
EBP50/pCMV-myc konstruktokkal, és összehasonlítottuk a foszforilált EBP50-t utánzó 
mutáns és a vad típusú rekombináns látszólagos molekulatömegét és sejten belüli 
lokalizációját. A Cdk1 általi foszforiláció az EBP50 mobilitását, ezzel látszólagos 
molekulatömegét SDS-PAGE-n megváltoztatta [169]. A foszfo-EBP50-et utánzó 
mutánsunk látszólagos molekulatömege is eltért a vad típusúétól (4.2.10 ábra, A). Az 
overexpresszáló BPAEC immunfluoreszcencia vizsgálata pedig azt mutatta, hogy míg a 
vad típusú rekombináns a magban, a mutáns EBP50 a citoplazmában lokalizálódott 
(4.2.10 ábra, B). Ez arra utal, hogy az EBP50 foszforilációja valóban befolyásolhatja 
lokalizációját az EC-ben.  
 
4.2.9 ábra Az EBP50 lokalizációja a sejtciklus során változik. BPAEC immunfestése EBP50 és tubulin 
elleni antitesttekkel. A sejtciklus fázisait a DAPI-val festett magok és a tubulin szerkezete alapján 
határoztuk meg. Lépték: 100 µm. 





BPAEC-t kettős timidin blokkal G1/S fázisban szinkronizáltunk, majd a blokk 
feloldása után 8 órán át tovább tenyésztettünk további adalék nélkül, illetve nokodazol 
(80 ng/ml) hozzáadásával G2/M fázisban szinkronizáltuk a sejteket.  Az endogén EBP50 
foszforilációját a különböző fázisokban és időpontokban készített sejtlizátumok 
immunoblotján az EBP50 jel eltérő látszólagos molekulatömege bizonyítja (4.2.10 ábra, 
C). A nem szinkronizált BPAEC-ben az EBP50 elleni antitest ~55 kDa méretnél ismeri 
fel a fehérjét, de egy jól elkülöníthető halvány sáv is látható nagyobb méretnél, ami a 
G1/S-ben szinkronizált sejteknél eltűnt. A timidin blokk feloldása után 8 órával ez a 
látszólag magasabb molekulatömegű EBP50 jel kifejezetten megerősödött. A foszfo-
EBP50-et utánzó mutánssal kapott eredményeink és mások korábbi közlése [169] alapján 
feltételezzük, hogy a nagyobb molekulatömegnek megfelelő sávban a mitózishoz közeli 
fázisban foszforilálódott EBP50 van jelen. 
 
4.2.10 ábra Az EBP50 sejten belüli lokalizációja foszforiláció függő. Vad típusú (wt) és mutáns (mu) 
(S288D/S310D) EBP50 overexpressziójára alkalmas pCMV-Myc konstruktokkal BPAEC-t 
transzfektáltunk. (A) Az overexpresszáló sejtek lizátumának Western blotja c-myc tag elleni antitesttel. 
(B) A transzfektált sejtek immunfluoreszcens festése c-myc tag elleni antitesttel. Az aktint Texas Red 
phalloidinnel, a magokat DAPI-val festettük. Lépték: 100 µm. (C) BPAEC-t kettős timidin blokkolással 
G1/S fázisban szinkronizáltunk az Anyagok és módszerek fejezetben leírtak szerint. A blokkolás 
feloldása után további kezelés nélkül, vagy 80 ng/ml nokodazol (ND) hozzáadása után tovább 
tenyésztettük a sejteket. A sejtlizátumokat Western blot kísérletben vizsgáltuk EBP50 elleni antitesttel. 
Kontrollként nem szinkronizált (AS) sejtkivonatot használtunk. (D) Nem transzfektált (tr. kontroll), vad 
típusú (wt) és mutáns (S288D/S310D) EBP50 pCMV-Myc konstruktokkal transzfektált BPAEC-t a 
transzfekció után 24 órával  ECIS mérőelektródokkal ellátott 8W10E lemezekre passzáltunk. A mintákat 
a passzálás után egy éjszakán át CO2 termosztátban tenyésztettük, majd az alap rezisztencia érték 
(~1000 Ω) felvétele után a sejtek monolayer-én váltóárammal (30 sec, 5 mA, 60 kHz) sebeket égettünk 
(0. óra). Ezután 5 órán keresztül detektáltuk a rezisztencia változását. A diagramon a közvetlenül a 
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A sejtek osztódása befolyásolhatja a sebgyógyulást [203, 204]. Transzfekció után 
24 órával vad típusú és a foszfo-formát utánzó mutáns EBP50-et overexpresszáló 
BPAEC-t ECIS mérőelektródokra passzáltunk. A monolayerek rezisztenciájának 
állandósulása után az elektródok felületén a sejtrétegben azonos, 250 µm átmérőjű 
„sebeket” hoztunk létre (30 sec, 5 mA, 60 kHz), ettől a rezisztencia egy üres elektródnak 
megfelelő értékre esett le. Ezután időben követtük a sebgyógyulást tükröző rezisztencia 
emelkedését (4.2.10 ábra, D). A mutáns EBP50-et termelő sejtekben a sebgyógyulás 
gyorsabban zajlott, a detektált maximális rezisztencia 50%-ának eléréséhez 1,5 órára volt 
szükség, míg a kontroll és a vad típust overexpresszáló minta esetében ez az idő átlagosan 
1,8 óra volt. 
 
4.2.2.1.2 A PP2A és az EBP50 kölcsönhatása 
 
Az EBP50 reverzibilis foszforilációjában a defoszforilációt katalizáló protein 
foszfatáz azonosításához G1/S vagy G2/M fázisban szinkronizált BPAEC lizátumokból 
immunprecipitált EBP50 mintákban vizsgáltuk a PP1 és PP2A típusú foszfatázok 
jelenlétét Western blottal (4.2.11 ábra, A). Az EBP50 kölcsönhatását találtuk a PP2A C 
katalitikus (PP2Ac) és szerkezeti A alegységével (PP2Aa), de nem kaptunk jelet a PP1 
katalitikus elegységének (PP1c) α és β izoformáját felismerő antitesttel az EBP50 
immunprecipitátumában. A PP2A és az EBP50 közötti kölcsönhatást a PP2Ac 
immunprecipitátumával végzett Western blottal is kimutattuk, a G2/M fázisú sejtekből 
származó mintában határozottan több EBP50-t detektáltunk (4.2.11 ábra, B). 
A PP2A B-alegységekkel való kölcsönhatás vizsgálatához, mivel azok mérete (~55 
kDa) az IgG méretéhez közeli, pull-down módszert alkalmaztunk (4.2.11 ábra, C-D). 
Egyrészt bakteriálisan expresszált GST-EBP50-et immobilizáltunk glutation Sepharose-
on, majd BPAEC lizátummal inkubáltuk és a GST-EBP50-hez kötődő fehérjéket Western 
blottal vizsgáltuk az eluált mintákban. A vártnak megfelelően kimutattuk a PP2Ac és 
PP2Aa fehérjék kötődését, továbbá a PP2A B alegységét (PP2Ab), de a B’alegység 
(PP2Ab’) nem volt kimutatható a pull-down fehérjekomplexben (4.2.11 ábra, C). 
Másrészt a B alegység α és a B’ alegység γ izoformáját V5 taggel ellátva BPAEC-ben 
overexpresszáltuk, majd immobilizált anti-V5 antitesttel kikötöttük a sejtlizátumból a 
rekombinánsokat és a hozzájuk kapcsolódó kölcsönható partnereiket. Annak ellenére, 
hogy a Bα és B’γ hasonló mértékben termelődött és az anti-V5 agarózról is összemérhető 
mennyiségben eluáltuk, az EBP50-nel csak a PP2A Bα alegységének kölcsönhatását 




találtuk, a B’γ-val nem (4.2.11 ábra, D). Ezek az eredmények az EBP50 és a PP2A ABαC 
összetételű holoenzim formája közötti kölcsönhatást bizonyítják. 
 
Az előző eredmények alapján feltételezhető volt, hogy az EBP50 és a PP2Ac a 
mitózis során ko-lokalizál (4.2.11 ábra, B). BPAEC immunfluoreszcencens festése a két 
fehérjére specifikus antitestekkel igazolta ezt (4.2.12 ábra, A). Interfázisban a lokalizáció 
eltérő, az EBP50 a magban, a PP2Ac a citoplazmában van. A profázistól a korai 
citokinézis szakaszáig a két fehérje ko-lokalizál, de a citokinézis késői szakaszában az 
EBP50 már visszatér a magba. A ko-lokalizáció pontosabb értékeléséhez meghatároztuk a 
Pearson-féle kereszt-korrelációs koefficienst, amelynek pozitív értékei a vizsgált fehérjék 
ko-lokalizációját/kölcsönhatását bizonyítják (4.2.12 ábra, B). Az EBP50-nel rokon 
NHERF2 a PP2Ac-hez hasonlóan az EC citoplazmában lokalizálódik (4.2.8 ábra, A:g). A 
Pearson-féle kereszt-korrelációs koefficiens értékei NHERF2 és PP2Ac antitestekkel 
 
4.2.11 ábra Az EBP50 kölcsönhat a PP2A-val. (A-B) Az Anyagok és módszerek fejezetben leírtak 
szerint szinkronizált (S: G1/S, M: mitózis) BPAEC lizátumokból EBP50-et (A) és PP2Ac-t (B) 
immunprecipitáltunk. A nem szinkronizált (AS) és szinkronizált sejtlizátumokat és az 
immunprecipitátumokat immunoblottal vizsgáltuk PP2Aa, PP2Ac, PP1c (α és β izoformákra specifikus) 
és EBP50 elleni antitestekkel. (C) Baktériumban expresszált GST-EBP50 fehérjét glutation Sepharose-
on immobilizáltunk és BPAEC lizátummal pull-down kísérletet végeztünk. A sejtlizátumokat és a pull-
down eluátumokat Western blottal PP2Aa, PP2Ab, PP2Ab’ és PP2Ac elleni antitestekkel teszteltük. (D) 
BPAEC-t transzfektáltunk pcDNA3.1/V5-His, PP2A Bα/pcDNA3.1/V5-His és PP2A 
B’γ/pcDNA3.1/V5-His plazmidokkal. Az overexpresszáló sejtek lizátumát anti-V5 agaróz affinitás 
géllel inkubáltuk.  A kötődő fehérje komplexeket 1xSDS mintapufferbe eluáltuk főzéssel, majd 
immunoblottal vizsgáltuk a sejtlizátumokban és az anti-V5 agarózról eluált mintákban az EBP50 és a 
rekombináns fehérjék jelenlétét EBP50 és V5-tag elleni specifikus antitestekkel.  
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immunfestett BPAEC-n (az immunfluoreszcens képek nincsenek dokumentálva) sem 
interfázisú, sem a mitózis különböző szakaszaiban lévő sejtekben nem utaltak ko-







4.2.2.2.1 Az ERM kölcsönhatása az NHERF fehérjékkel EC-ben 
 
Az EBP50 és az NHERF2 eltérő sejten belüli lokalizációját detektáltuk EC-ben 
interfázisban (4.2.8 ábra, A). Ez a két adaptor fehérje eltérő élettani funkciójára utalhat 
ebben a sejttípusban. Összehasonlítottuk az EBP50 és az NHERF2 ERM kötő képességét 
BPAEC-ben (4.2.13 ábra), hiszen mindkét fehérje C-terminálisán ERM kötő domén 
található. Az endogén fehérjék közötti kölcsönhatás vizsgálatához EBP50 és NHERF2 
elleni antitestekkel végeztünk immunprecipitációt BPAEC lizátumokból (4.2.13 ábra, A). 
 
4.2.12 ábra A mitózis során az EBP50 és a PPAc ko-lokalizál BPAEC-ben. (A) BPAEC immunfestése 
EBP50 és PP2Ac elleni antitesttekkel. A sejtciklus fázisait a magok DAPI festése alapján határoztuk 
meg (nincs bemutatva). Lépték: 100 µm. A PP2Ac lehetséges ko-lokalizációját az EBP50-nel (B) és az 
NHERF2-vel (C) az immunfluoreszcens felvételekből (NHERF2-re nincsenek bemutatva) 
meghatározott Pearson kereszt-korrelációs faktor meghatározásával értékeltük. A megadott átlag értékek 
(±SD) a sejtciklus minden fázisára 50-100 (B) illetve 25-30 (C) sejt értékeléséből származnak. Az 
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Az immunprecipitált fehérje komplexekben az ERM fehérjék jelenlétét Western blottal 
ellenőriztük egy olyan antitesttel, amely mindhárom ERM fehérjét felismeri. Az ERM 
fehérjék kötődtek az NHERF2-höz, az EBP50-nel való kölcsönhatásukat azonban nem 
tapasztaltuk. Az egyes ERM fehérjék kötődését külön-külön is megvizsgáltuk. Ehhez 
pCMV-myc emlős expressziós vektor felhasználásával az ERM fehérjéket egyenként 
overexpresszáltuk BPAEC-ben. A rekombináns fehérjéket a c-myc tag elleni antitesttel 
immunprecipitáltuk az overexpresszáló BPAEC lizátumából, és immunoblottal 
ellenőriztük az endogén EBP50 és NHERF2 kötődését (4.2.13 ábra, B). Az EBP50 egyik 
ERM fehérje immunkomplexében sem volt kimutatható, viszont az NHERF2 az ezrinhez, 




4.2.2.2.2 Az NHERF2 szerepe az ERM foszforilációjában 
 
Az ERM fehérjék foszforilációval aktiválódó fehérje-linkerek. Az NHERF2 és a 
foszforilált ERM fehérjék közötti kölcsönhatást immunfluoreszcens kísérlettel, foszfo-
ERM és NHERF2 fehérjékre specifikus antitestekkel vizsgáltuk BPAEC-ben. Osztódó 
sejteken a fehérjék ko-lokalizációját detektáltuk a plazmamembránban és a 
filopódiumokban a mitózis minden fázisában (4.2.14 ábra, A). BPAEC-t nokodazol 
kezeléssel (80 ng/ml, 16 h) G2/M fázisban blokkoltunk, majd NHERF2 elleni antitesttel 
immunprecipitációt végeztünk (4.2.14. ábra, B). A nem szinkronizált sejtekhez 
4.2.13 ábra Az EBP50 és az NHERF2 kölcsönhatása az ERM fehérjékkel eltérő. (A) BPAEC lizátumból 
EBP50 és NHERF2 elleni antitestekkel végzett immunprecipitáció után a minták Western blot 
vizsgálata ERM, EBP50 és NHERF2 specifikus antitestekkel. Negatív kontrollként nyúl szérummal 
készült immunprecipitátumot használtunk (IP-nyúl szérum). (B) BPAEC-ben c-myc tag-gel ellátott 
ezrin, radixin és moezin fehérjék Anyagok és módszerek fejezetben leírt overexpressziója után 
immunprecipitációt végeztünk c-myc elleni antitesttel. A sejtlizátumokat és az immunprecipitátumokat 
c-myc, EBP50 és NHERF2 elleni antitestekkel Western blot kísérletben vizsgáltuk. Negatív kontrollként 
antitest nélküli immunprecipitátumot használtunk (IP-ØAB). 




viszonyítva a nokodazollal kezelt sejtek lizátumában az immunfluoreszcens vizsgálatok 
alapján vártnak megfelelően a foszfo-ERM jel erősödött, továbbá az NHERF2 
immunkomplexében a G2/M fázisban lévő sejtekből készült mintában szintén jelentősen 





4.2.14 ábra Mitózis során a foszfo-ERM kötődik az NHERF2-höz. (A) BPAEC immunfestése NHERF2 
és foszfo-ERM elleni antitesttekkel. A sejtciklus fázisait a magok TO-PRO-3-Iodide festése alapján 
határoztuk meg. Lépték: 10 µm. (B) Kezeletlen és nokodazollal kezelt (80 ng/ml, 16 óra) (ND) BPAEC 
lizátumokból NHERF2-t immunprecipitáltunk a fehérjére specifikus antitesttel. A sejtlizátumokat és az 
immunprecipitált mintákat ERM, foszfo-ERM és NHERF2 elleni specifikus antitestekkel vizsgáltuk 
Western blot kísérletben.  
A
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BPAEC-ben specifikus siRNS transzfekcióval csendesítettük az NHERF2 fehérjét, 
hogy ellenőrizzük, változik-e az ERM foszforilációja az előzőek alapján feltételezhetően 
szabályozó fehérje hiányában. A csendesítés hatékonyságát Western blottal ellenőriztük. 
Azt is megállapítottuk, hogy az NHERF2 depléciója az EBP50 fehérje szintjét nem 
befolyásolta (4.2.15 ábra, A). A kontroll és nsRNS-sel transzfektált minták esetében a 
nem szinkronizált sejtlizátumokban detektált alacsony foszfo-ERM szint a G2/M fázisban 
szinkronizált sejtekben azonos mértékben emelkedett (4.2.15 ábra, B). Az NHERF2 
csendesített BPAEC lizátumokban azonban a nokodazol kezelés után is alacsony maradt 
az ERM foszforilációs szintje (4.2.15 ábra, B), amit immunfluoreszcens vizsgálattal is 
megfigyeltünk (4.2.15 ábra, E). Az egyesített képeken a magfestés alapján jól 
felismerhetőek a mitotikus sejtek. Míg az nsRNS transzfekció után a foszfo-ERM és 
NHERF2 ko-lokalizációja látható a filopódiumokban, az osztódó, NHERF2 depletált 
sejten sem ko-lokalizációt, sem a foszfo-ERM jel erősödését nem tapasztaltuk. 
Mindezekből azt a következtetést vontuk le, hogy az NHERF2 egy szükséges faktor az 
ERM foszforilációjában.  
Feltételeztük, hogy az NHERF2 adaptor fehérje kötődési felületet biztosíthat az 
ERM és az ERM-t foszforiláló kináz számára. A Rho kináz egyike azoknak a kinázoknak, 
melyről ismert volt, hogy az ERM-t foszforilálhatja [195]. A ROCK2 kináz inhibitorával, 
H1152-vel előkezelt BPAEC-ben a nokodazol által kiváltott foszfo-ERM szint növekedés 
jelentősen lecsökkent a kontrollhoz viszonyítva (nincs dokumentálva), amiből arra 
következtettünk, hogy a ROCK2 lehet felelős az ERM foszforilációjáért az EC-ben. 
Tovább vizsgálva az NHERF2-ERM-ROCK2 kölcsönhatásokat azt találtuk, hogy az 
NHERF2 és a ROCK2 elleni BPAEC immunprecipitátumokban az adaptor és a kináz 
egyaránt jelen volt (4.2.15 ábra, C), és az ERM-t is detektáltuk kontroll és nsRNS-sel 
transzfektált BPAEC ROCK2 immunprecipitátumában (4.2.15 ábra, D). Bár az ERM 
fehérjeszint az NHERF2 depletált BPAEC lizátumában nem különbözött a két kontroll 
mintában talált mennyiségtől, a csendesített sejtekben az ERM ROCK2-höz való 
kötődése megszűnt (4.2.15 ábra, D), igazolva feltételezésünket. 
A fenti eredményekkel összhangban, az NHERF2 overexpressziója a foszfo-ERM 
szint növekedését eredményezte (4.2.16 ábra, A-B). Vad típusú és mutáns NHERF2 
overexpressziójára alkalmas pCMV-HA expressziós konstruktokat készítettünk. A 
mutáns forma C-terminálisáról az ERM kötő domént eltávolítottuk. A kontroll és 
overexpresszáló BPAEC minták lizátumában Western blottal összehasonlítottuk a foszfo- 






4.2.15 ábra NHERF2 hiányában az ERM nem foszforilálódik a mitózis során. (A) Nem transzfektált 
(kontroll), nem specifikus (nsRNS) és NHERF2-re specifikus (sc-42522) siRNS-sel transzfektált 
BPAEC lizátumok Western blot vizsgálata EBP50, NHERF2 és aktin elleni antitestekkel. (B) Nem 
transzfektált (kontroll), nem specifikus (nsRNS) és NHERF2-re specifikus (sc-42522) siRNS-sel 
transzfektált BPAEC-ből további kezelés nélküli vagy nokodazol kezelést követően készült lizátumok 
Western blot vizsgálata foszfo-ERM, ERM, NHERF2 és aktin elleni antitestekkel. (C) BPAEC 
sejtlizátumokból NHERF2 és ROCK2 fehérjéket immunprecipitáltunk. A mintákat immunoblottal 
vizsgáltuk ROCK2 és NHERF2 elleni antitestekkel. (D) Nem transzfektált (kontroll), nem specifikus 
(nsRNS) és NHERF2-re specifikus (sc-42522) siRNS-sel transzfektált BPAEC lizátumokból ROCK2 
fehérjét immunprecipitáltunk. A sejtlizátumokat és az immunprecipitált mintákat Western blottal 
ROCK2, ERM és NHERF2 elleni antitestekkel teszteltük. (E) Nem specifikus (nsRNS) és NHERF2-re 
specifikus siRNS-sel transzfektált BPAEC immunfestése NHERF2 és foszfo-ERM elleni antitestekkel. 
A sejtmagokat TO-PRO-3-Iodide festéssel tettük láthatóvá. 
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ERM mennyiségét. Míg a vad típusú NHERF2 rekombináns ~50%-os foszfo-ERM szint 
növekedést váltott ki, az ERM-mel kötődni nem képes mutáns overexpressziója a 
kontrollhoz viszonyítva nem okozott az ERM foszforilációjában eltérést (4.2.16 ábra, A). 
A vad típusú NHERF2-t overexpresszáló sejteken erős filopódium képződést figyeltünk 
meg a belső kontroll és a mutánst overexpresszáló BPAEC-hez hasonlítva (4.2.16 ábra, 




4.2.2.2.3 Az NHERF2 segíti az EC szétterülését (spreading) és az angiogenezist 
 
A filopódiumok a sejtek migrációjában és kitapadásában játszanak szerepet. ECIS 
mérőelektródra frissen telepített, konfluens monolayer kialakulásához elegendő számú 
BPAEC szétterülését és kitapadását, az EC barrier kialakulását követtük 4 órán át a 
sejtréteg rezisztenciájának mérésével (4.2.17 ábra). A nem transzfektált vagy mutáns, 
ERM kötésére alkalmatlan NHERF2-t overexpresszáló mintákhoz hasonlítva a vad típusú 
NHERF2-t overexpresszáló sejtek rezisztencia növekedése gyorsabb kitapadást és 
 
4.2.16 ábra Az NHERF2 overexpressziója BPAEC-ben filopódiumok kialakulását indukálja. (A) Nem 
transzfektált és vad típusú vagy mutáns NHERF2/pCMV-HA plazmiddal transzfektált BPAEC 
lizátumok Western blot vizsgálata foszfo-ERM, ERM és HA-tag elleni antitesttel. Az oszlopdiagramon 
három független kísérletből a foszfo-ERM szint ERM-re normalizált átlagát (±SE) adtuk meg. A 
szignifikáns eltéréseket jelöltük, ** (P<0,01). (B) Vad típusú vagy mutáns NHERF2-t overexpresszáló 
BPAEC immunfluoreszcens festése HA-tag elleni antitesttel. Az aktin festése Texas Red phalloidinnel 
történt. (C) Vad típusú NHERF2-t overexpresszáló BPAEC immunfestése HA-tag és foszfo-ERM elleni 
antitestekkel. Lépték: 10 µm. 
C




szétterülést tükröz (4.2.17 ábra, A). Ezzel összhangban, az NHERF2 csendesítése a sejtek 
barrier formáló képességét lassította (4.2.17 ábra, B). Ezek az eredmények azt igazolják, 
hogy az NHERF2 fehérjének szerepe van az EC barrier kialakulásában. 
 
Az EC migrációja és proliferációja az angiogenezisben esszenciális. Ezért az előző 
eredmények alapján feltételeztük, hogy az NHERF2 az ERM fehérjék foszforilációjában 
játszott szerepe révén az angiogenezis szabályozásában is részt vesz. Bazális 
membránkivonattal, Matrigel-lel borított µ-slide lemezeken tenyésztett kontroll, vagy 
előzőleg nem specifikus, illetve NHERF2-re specifikus siRNS-sel transzfektált BPAEC 
„tube” formáló képességét monitoroztuk a tenyésztés megkezdésétől számított 8 órán 
keresztül fénymikroszkóppal. A kontroll és nsRNS-sel transzfektált tenyészetek a 3. 
órában sokszögű hálózat kialakítását kezdték el, ami az 5. órában tetőzött. Az NHERF2 
depletált sejtek viszont csak aggregátumokban gyűltek össze a Matrigel-ben.   
 Az 5 órás minták F-aktin festéséről konfokális mikroszkóppal készítettünk 
felvételeket (4.2.18 ábra, A). A 0, 2 és 4 órás Matrigel mintákból készült lizátumokban 
pedig Western blottal vizsgáltuk az ERM és foszfo-ERM szintjét (4.2.18 ábra, B). Az 
ERM mennyisége az összes mintában közel azonos volt. A foszfo-ERM mennyisége a 2 
és 4 órás kontroll mintákban jelentősen nagyobb volt a kiindulási értékhez viszonyítva. 
Az NHERF2 hiányában viszont az ERM foszforilációs szintje mindhárom vizsgált 
időpontban változatlanul alacsony volt, ami igazolja feltételezésünk helyességét az 
NHERF2 szerepéről az angiogenezisben. 
 
4.2.17 ábra Az NHERF2 szerepe az EC gátfunkcióban. Nem transzfektált (kontroll) és vad típusú vagy 
mutáns NHERF2/pCMV-HA plazmiddal (A), illetve nem specifikus (nsRNS) és NHERF2-re specifikus 
siRNS-sel (B) transzfektált BPAEC-t 8W10E ECIS mérőelektródra passzáltunk, majd 4 órán keresztül 



















4.2.18 ábra Az NHERF2 szerepe az angiogenezisben. (A) Az Anyagok és módszerek fejezetben leírtak 
szerint nem transzfektált, nem specifikus (nsRNS) és NHERF2-re specifikus siRNS-sel transzfektált 
BPAEC-t Matrigel-lel borított µ-Slide lemezekre passzáltunk, majd 5 óra elteltével az F-aktint CF594-
konjugált phalloidinnel festettük. (B) Az A pontban leírt 0, 2 és 4 órás Matrigel minták Western blot 
analízise foszfo-ERM és ERM specifikus antitestekkel. 






5.1 Az MLC reverzibilis foszforilációja az EC-ben 
 
Az endotél sejtkontrakció és barrier (gát) funkció szabályozásában központi 
szerepet játszik az aktin-miozin kölcsönhatás és az MLC Ser19/Thr18 reverzibilis 
foszforilációja [74, 86]. Az MLC foszforilációját a Ca2+/kalmodulin függő MLCK 
katalizálja, ami aktiválódhat például trombin hatására. A trombin receptorához való 
kötődése a sejten belül megemeli az inozitol triszfoszfát (IP3) szintjét, ami a Ca2+ 
koncentráció növekedéséhez, ezzel az MLCK aktiválódásához, MLC foszforilációhoz 
vezet, aktin-miozin kölcsönhatás jön létre, a sejtek kontrahálnak, közöttük rések jelennek 
meg, és az EC monolayer permeabilitása megnő. A folyamatot a miozin foszfatáz teszi 
reverzibilissé, ami az MLC defoszforilációjáért felelős. A trombin a miozin foszfatáz 
oldaláról is az MLC foszforiláció szint növekedését segíti, ugyanis a RhoA/Rho kináz 
útvonalat is aktiválja. A Rho kináz a miozin foszfatáz regulátor alegységét foszforilálja, 
ezzel gátolja az MLC defoszforilációját, ugyanakkor a MLC foszforilációját is 
katalizálhatja (5.1.1 ábra) [16].  
Az EC MLCK szabályozásában eredményeink szerint a fehérje N-terminális, 922 
aminosavból álló, csak erre a sejttípusra jellemző szakasza is részt vesz. Sejt-permeábilis 
diperoxovanadát alkalmazásával EC MLCK aktivitásnövekedést és az EC MLCK tirozin 
oldalláncon történő foszforilációját, valamint a kináz asszociációját találtuk kortaktin és 
p60Src fehérjékkel. Ezek az eredmények összhangban vannak azokkal a korábbi 
megfigyelésekkel, melyek a Tyr foszforiláció és az endotél barrier közötti kapcsolatra 
utaltak [81, 82, 205]. In vitro vizsgálataink szerint az EC MLCK-1 splice variáns formája 
p60Src által két Tyr oldalláncon (Tyr464 és Tyr471) foszforilálódott, és ez a foszforiláció 
az MLCK aktivitását növelte. Ez a két oldallánc az EC MLCK-1 N-terminális szakaszán 
található egy olyan 69 aminosavból álló részen, ami a másik, EC-ben szintén dominánsan 
expresszálódó, az 1-es variánssal egyébként teljesen megegyező 2-es variánsból hiányzik. 
Ez az eredményünk az EC-ben dominánsan expresszálódó két EC MLCK splice variáns 
eltérő szabályozására utal.  
A Src-MLCK komplexben detektált kortaktin egy aktin-kötő fehérje, amely szintén 
foszforilálható a p60Src kinázzal. A Src-kortaktin-MLCK komplexet a közelmúltban egy 
hepatóma sejtvonalon is kimutatták, ahol a sejttérfogat szabályozásában vesznek részt 
[206]. In vitro kötődési vizsgálatokkal is kimutatták a kortaktin és az EC MLCK 




kölcsönhatását, amit a két fehérje p60Src foszforilációja fokozott [207]. A szerzők 
feltételezik, hogy a kortaktin-EC MLCK kölcsönhatás a kortikális aktin szerkezet 
kialakulásában/átrendeződésében lehet jelentős. Ezt támasztja alá az is, hogy az EC 
barriert erősítő szfingozin 1-foszfát (S-1-P) kezelést követően a kortaktin és az EC 
MLCK a sejtperiférián ko-lokalizált [208]. Újabb eredmények szerint az EC MLCK 
 
c-Abl kinázzal is foszforilálódik négy Tyr oldalláncon, ami szintén növeli a kináz 
aktivitását. A négy foszforilációs hely az endotél MLCK-ra jellemző N-terminális 
szakaszon van, és közülük egy, a Tyr464, megegyezik az általunk azonosított egyik Src 
 
5.1.1 ábra Az MLC reverzibilis foszforilációjának szabályozása endotél sejtekben.  




foszforilációs hellyel, ami csak az 1-es variánsban van jelen [209, 210]. Ebből arra 
következtethetünk, hogy míg a p60Src kizárólag az EC MLCK-1, a c-Abl kináz mindkét 
EC MLCK variáns aktivitását befolyásolhatja. Ezek az újabb eredmények arra utalnak, 
hogy az EC MLCK sejten belüli specifikus lokalizációja és szabályozása/kölcsönható 
partnerei révén az endotél sejtréteg permeabilitását növelő hatása mellett a barriert erősítő 
folyamatokban is részt vesz.  
Az MLC defoszforilációját katalizáló endotél miozin foszfatáz vizsgálata során 
megállapítottuk, hogy a PP1c β izoformája asszociál az EC kontraktilis fehérjéivel, a 
miozinnal és az aktinnal. A PP1c különböző izoformáinak kapcsolódását a MYPT1 
regulátor fehérjével korábban simaizomban vizsgálták, és az izoformák nagyfokú 
hasonlósága [46] ellenére azt találták, hogy a miozin foszfatázban a MYPT1 kizárólag a 
PP1cβ-hoz kötődik [83, 211], ami összhangban van a mi eredményünkkel. A PP1 
specifikus gátlófehérjéjével, a PHI-1-gyel folytatott vizsgálatok is megerősítik a miozin 
foszfatáz részvételét endotél barrier funkció szabályozásában [212]. 
Eredményeink szerint az EC-ben a MYPT1 két variánsa expresszálódik és 
mindkettő kölcsönhat a PP1cβ-val. A két variánst ugyanaz a gén kódolja, a V2 formából 
hiányzó 56 aminosavból álló, az exon15-nek megfelelő szakasz a fehérje középső részére 
esik. A hiány nem érinti az ankirin ismétlődéseket és a gátló, Thr696-os oldalláncot, sőt a 
PP1c kötőmotívumot sem. Mégis, a V2 forma immunprecipitációs vizsgálataink alapján 
valamivel kisebb mértékben kötődést mutatott a PP1cβ-val, ami a két MYPT1 forma 
eltérő konformációjára utalhat. A MYPT1 és a PP1cβ kristályszerkezeti elemzése szerint 
a két fehérje kölcsönhatásában a PP1cβ Asn124 oldalláncának nincs kitüntetett szerepe 
[213], ennek ellenére a PP1cβ katalitikusan inaktív N124A mutánsával a MYPT1 egyik 
formája sem mutatott kölcsönhatást, ami a PP1c mutáns módosult konformációjára, vagy 
katalitikus aktivitásának jelentőségére utalhat a MYPT1-gyel való kölcsönhatásában. 
Az EC miozin foszfatáz mindkét alegységéről kimutattuk, hogy részt vesznek az 
EC permeabilitás szabályozásában (5.1.1 ábra). A MYPT1 N-terminális részének (1-300 
aminosavak) túltermeltetésével a trombin EC permeabilitást növelő hatását jelentősen 
mérsékelni tudtuk. Ez a MYPT1 mutáns nem tartalmazza azt a Thr696 oldalláncot, 
amelynek foszforilációja a miozin foszfatáz gátlását okozza, így a PP1c-vel egy 
folyamatosan aktív miozin foszfatáz formát képezhet. Ez az eredmény egyrészt 
megerősíti a miozin foszfatáz központi szerepét az EC barrier szabályozásában, másrészt 
a miozin foszfatáz aktivitás MYPT1-en keresztül történő szabályozását is igazolja. Az 




ATP és az adenozin extracelluláris koncentrációja metabolikus stressz, vagy a sejtek 
sérülése következtében nő [214, 215], illetve ezzel összhangban, a tüdő gyulladása vagy 
traumája során a nukleotid bontó CD39 és CD73 enzimek expressziós szintje is 
emelkedik [216, 217]. Tüdő EC-n végzett vizsgálatok szerint az ATP és az adenozin a 
barrier funkciót erősíti, többek között MLC foszforiláció szint csökkenést és a miozin 
foszfatáz szerepére utaló eredményeket írtak le [194, 218]. Ezzel összhangban, TER 
vizsgálataink is alátámasztották a miozin foszfatáz részvételét az EC ATP/adenozin 
kezelésre adott válaszában. A PP1cβ, vagy a MYPT1 hiányában ugyanis mind az ATP, 
mind az adenozin barriert erősítő hatása jelentősen mérséklődött, a PP1cα csendesítése 
viszont az adenozin hatását nem befolyásolta. Ezek az eredmények ismételten 
alátámasztják a PP1cβ specificitását a MYPT1 iránt, valamint ezen PP1c izoforma 
esszenciális szerepét az EC kontraktilitás szabályozásában. 
A miozin foszfatáz MYPT1 alegysége ankirin ismétlődései és C-terminális régiója 
révén számos fehérjével létesíthet kölcsönhatást, így az MLC-n kívül más reverzibilis 
foszforilációval szabályozott fehérjékhez is kötődik, és szabályozza azok foszforilációs 
szintjét [219]. Így például kimutatták, hogy az ERM fehérjecsaládba tartozó moezin 
asszociál a miozin foszfatáz regulátor alegységével MDCK sejtekben [196]. 
Overexpresszált fehérjékkel immunprecipitációs kísérletekben összehasonlítottuk a két 
MYPT1 variáns kötődését az ERM család egyes fehérjéivel, melyek közül a radixin 
esetében találtuk a legjelentősebb kötődést, a másik két ERM asszociációja alig, vagy 
nem volt detektálható. A radixin-MYPT1 kölcsönhatás a V2 forma esetében kisebb 
mértékűnek bizonyult. Ezek az eredmények az ERM fehérjék és a MYPT1 variánsok 
sejten belüli eltérő szerepére utalnak. Az ERM fehérjék aktív konformációjukat 
konzervált Thr oldalláncuk foszforilációjával érik el, amit a Rho kináz katalizálhat [220]. 
Így a Rho kináz az MLC, az ERM és a MYPT1 fehérjék foszforilációjával egyaránt a 
sejtkontrakciót és az ezzel együttjáró permeabilitás növekedést segíti elő, míg a miozin 
foszfatáz az MLC és -eredményeink szerint feltehetően- az ERM fehérjék 
defoszforilációjával az EC barrier integritás fenntartását/helyreállítását biztosíthatja (5.1.1 
ábra).  
 
5.2 A protein foszfatáz 2A szerepe az endotél barrier szabályozásában 
 
Az endotél permeabilitás szabályozásában a miozin foszfatáz mellett a PP2A is 
részt vehet. Egyrészt más sejttípusokban végzett vizsgálatok igazolták a PP2A és a 




citoszkeleton fehérjéi közötti kapcsolatot [105, 107, 108, 112, 113], másrészt az endotél 
sejtek esetében is születtek olyan eredmények, amelyek a PP2A szerepére utaltak az EC 
citoszkeleton szerkezetének szabályozásában [85, 116, 117]. Kezdeti vizsgálataink során 
a PP2A specifikus gátlása következtében nem találtunk szembetűnő változást az EC F-
aktin és mikrotubulus szerkezetében. Ha a tenyésztő folyadékban még optimális, de 
alacsonyabb szérum koncentrációt alkalmaztunk (20 helyett 10%), a PP2A specifikus 
gátlása a sejtek kontrakcióját, az F-aktin és a mikrotubulusok átrendeződését váltotta ki. 
HPAEC immunfestése a PP2A és a mikrotubulusok kolokalizációját mutatta, 
valamint a mikrotubulusok és a PP2A közötti asszociációt, amit korábban endotél és 
epitél sejtekben is leírtak [112, 116], sikerült sejtfrakcionálással is igazolnunk. A 
mikrotubulusok felbomlása együtt jár az MLC foszforilációs szintjének és az F-aktin 
mennyiségének emelkedésével [14], vagyis a sejtkontrakció/barrier diszfunkció és a 
mikrotubulusok stabilitása korrelálnak. Okadánsavval, a PP2A gátlószerével előkezelt EC 
érzékenyebben reagált a mikrotubulusokat feloldó nokodazol kezelésre (nincs 
dokumentálva) TER mérések során, ami alapján arra következtettünk, hogy a PP2A a 
mikrotubulusok stabilitását biztosítja és ezzel az endotél barrier/gát funkció fenntartását 
segíti elő.  
A PP2A-t aktiváló jelátviteli pályákról kevés információ áll rendelkezésre. Ke és 
mtsai [221] például a Pak1 (P21-activated kinase-1) hatását vizsgálták trombin indukált 
EC barrier diszfunkcióban, és kimutatták, hogy az aktív Pak1 a barrier diszfunkciót a 
PP2A aktivitás fokozásával gátolja. Tranziens emlős és adenovírus expressziós 
rendszerrel over-expresszálva a PP2A-t különböző módszerek (immunfluoreszcencia és 
TER mérések) alkalmazásával is igazoltuk a PP2A aktív szerepét az EC citoszkeleton 
szerkezetének és barrier funkciójának fenntartásában.  
A B regulátor család tagjai közül a sejtekben általánosan előforduló Bα izoformát 
vizsgáltuk. A Bα alegység csendesítése után humán és marha tüdő artéria EC 
immunfluoreszcens és TER vizsgálatai fenti eredményeinkkel összhangban ugyancsak a 
PP2A részvételét igazolták az EC citoszkeleton és barrier szabályozásában. Az alegység 
hiányában az F-aktin mennyisége nőtt a sejtekben, és a trombin kezelésre is 
érzékenyebben reagáltak, ami arra utal, hogy az ABαC holoenzim forma játszik szerepet 
a citoszkeletális szubsztrátok defoszforilációjában.  
Reverzibilis foszforilációval szabályozott fehérjék, a mikrotubulusokhoz 
asszociálódó tau, valamint az aktin polimerizációban szerepet játszó HSP27 




kölcsönhatását vizsgáltuk a PP2A-val. A defoszforilált tau elősegíti a mikrotubulusok 
kialakulását és stabilizálja is azokat. A tau foszforilációjában több kináz szerepét is 
leírták, aminek fontosságát az jelzi, hogy a foszforiláció csökkenti a fehérje 
mikrotubulusokhoz való kötődési és stabilizáló képességét [111, 222-224]. A HSP27 a 
stressz-aktivált p38 MAP kináz kaszkád egyik terminális szubsztrátja [225], ami 
foszforilált formájában elősegíti az aktin polimerizációt [117, 226]. Tüdő artéria EC 
vizsgálatával közvetlen kapcsolatot találtak a p38 MAPK aktiváció és a miktrotubulusok 
átrendeződése, valamint az EC barrier szabályozás között [227].  
 
EC frakcionálás során mindkét fehérjét a PP2A-val azonos, a tubulinban gazdag 
frakcióban találtuk. Sejtkontrakciót kiváltó kezelések (nokodazol és trombin) 
következtében mindkét fehérje foszforilációs szintje megnőtt, azonban a PP2A-t 
overexpresszáló sejtekben a kezelés ellenére megőrzött maradt a citoszkeleton szerkezete, 
 
5.2.1 ábra A PP2A részt vesz az EC citoszkeleton szerkezetének (A) és adherens kapcsolatainak (B) 
szabályozásában. 




miközben a tau és a HSP27 foszforilációs szintje is alacsony maradt. Ebből arra 
következtethetünk, hogy a PP2A a tau defoszforilációjával elősegíti a mikrotubulusok 
stabilitását, másrészt a HSP27 defoszforilációjával mérsékli az F-aktin kialakulását, azaz 
mindkét folyamat által az EC barrier fenntartását segíti (5.2.1 ábra, A). Újabb eredmények 
neuroendokrin PC12 sejtek citoszkeleton szerkezetének átrendeződésében a tau és a 
HSP27 foszforilációját, valamint a p38 MAPK és PP2A szerepét támasztják alá [228]. 
Annak eldöntésére, hogy a PP2A közvetlenül, vagy közvetve szabályozza a két fehérje 
defoszforilációját, további vizsgálatokra van szükség. A PP2A nagyszámú B regulátor 
alegysége révén változatos holoenzim formában fordul elő a sejtekben, ezért számos 
fehérje partnere között a tau és a HSP27 fehérjéken túl még további, az EC citoszkeletont 
és permeabilitást befolyásoló fehérje szubsztrátja lehet. 
A Bα alegység és ezzel együtt a PP2A, eredményeink szerint az EC adherens 
kapcsolatok szabályozásában is részt vesz. A PP2A specifikus gátlása és a Bα 
csendesítése egyaránt az EC adherens sejtkapcsoló fehérjéinek lokalizáció változását 
váltotta ki, jelezve a sejtkapcsoló struktúrák felbomlását. Hasonlóan, humán keratinociták 
okadánsavas kezelését követően Serres és mtsai [229] az E-kadherin, Beckers és mtsai 
[230] HUVEC trombin kezelése után pedig a β-katenin transzlokációját találták a 
membránból a citoplazmába. Ezek a kezelések a citoszkeletont módosítják, a sejtek 
összehúzódnak, ami magyarázhatja a sejtkapcsoló struktúrák felbomlását.   
A két vizsgált sejtkapcsoló fehérje kölcsönhatását számos oldalláncuk (Ser/Thr és 
Tyr) foszforilációja befolyásolja, melyek gátolják vagy stabilizálják kötődésüket [23, 
122]. Ezért feltételezhető, hogy a sejtkapcsoló struktúrák felbomlása is a protein kináz és 
foszfatáz aktivitások eltolódott egyensúlyával, a VE-kadherin és/vagy a β-katenin 
megváltozott foszforilációs szintjével indokolható. Ezt a feltételezést támasztja alá az a 
korábbi eredmény is, ami a PP2A aktivitás jelentőségére hívja fel a figyelmet az E-
kadherin/β-katenin kölcsönhatás stabilizálásában [231]. Pull-down módszerrel 
fehérjekölcsönhatást mutattunk ki a rekombináns Bα és az EC VE-kadherin, illetve a β-
katenin között. Továbbá a β-katenin Ser552 oldallánc foszforilációja az EC PP2A 
gátlószerrel való kezelése vagy a Bα csendesítést követően jelentősen, az alacsony 
kontroll érték többszörösére nőtt. A Ser552 foszforilációja és a β-katenin adherens 
sejtkapcsolatokban való jelenléte közötti kapcsolatot mások is leírták karcinoma és 
simaizom sejteken [126, 232]. A PP2A gátlás/Bα csendesítés után a β-katenin foszforilált 
formáját döntően a citoplazmában detektáltuk. Ebből arra következtettünk, hogy a PP2A 




a β-katenin Ser552 oldalláncának defoszforilációjával részt vehet az EC adherens 
sejtkapcsolatok fenntartásában, ezzel is hozzájárulva a jól működő endotél barrierhez 
(5.2.1 ábra, B). Az agyban az EC integritásában a PP2A aktivitás jelentőségét egy másik 
munkacsoport közlése [233] is igazolja. 
 
5.3 A TIMAP fehérje az EC barrier fenntartását segíti 
A közelmúltban azonosított TIMAP fehérje expressziós szintje az endotél sejtekben 
más sejttípusokhoz hasonlítva magas [100], ám az endotél sejtekben betöltött fiziológiai 
funkciója és kölcsönható fehérje partnerei tekintetében ismereteink nagyon hiányosak. A 
fehérjét azonosító munkacsoport a TIMAP MYPT1-gyel mutatott szerkezeti hasonlósága 
alapján feltételezte, hogy a PP1c regulátora lehet, amit később overexpresszált TIMAP 
immunprecipitációjával igazoltak [101]. Ezt endogén fehérjékkel mi is megerősítettük, 
továbbá kimutattuk, hogy a MYPT1-hez hasonlóan a TIMAP a PP1cβ-val van 
kölcsönhatásban, a PP1cα izoformához viszont nem kötődik. A kölcsönhatás erősségét és 
kinetikáját felületi plazmon rezonancián alapuló kötődési vizsgálatokkal is 
megvizsgáltuk, a kötődés erősségét jellemző asszociációs állandó értéke, Ka= 1,8x106, a 
TIMAP és a PP1cβ specifikus kölcsönhatását igazolja. A TIMAP PKA és GSK3β 
kinázokkal foszforilálható [197, 198]. A PKA a TIMAP Ser337-es oldalláncát 
foszforilálja, és ezt az előfoszforilációt követi a Ser333 GSK3β általi foszforilációja 
[198]. A TIMAP PKA-val, vagy PKA-val majd GSK3β-val in vitro foszforilált formái és 
a PP1cβ kötődésének erőssége a nem foszforilált TIMAP-hoz viszonyítva nem változott, 
és immunprecipitációs vizsgálataink szerint az EC különböző bioaktív ágensekkel való 
kezelése sem befolyásolták a kölcsönhatást. Ezért úgy gondoljuk, hogy a TIMAP a sejten 
belül a PP1cβ-val alkotott komplexben lehet jelen, és szabályozza annak aktivitását. 
Foszfo-moezin szubsztráttal végzett in vitro foszfatáz aktivitás méréseink során a 
TIMAP/PP1cβ csak akkor volt aktív, ha a TIMAP-ot előzetesen PKA-val, majd GSK3β-
val is foszforiláltuk, egyébként a TIMAP gátló hatását tapasztaltuk (5.3.1 ábra). Shopik és 
mtsai [234] a MYPT1-PP1cβ kristályszerkezetére alapozva [213] modellezték a PP1cβ és 
a TIMAP N-terminális részének (51-322 aminosavak) kölcsönhatását. A modellezéshez 
használt TIMAP szekvencia a két foszforilálható Ser (333 és 337) oldalláncot nem 
tartalmazza, így azok PP1cβ-hoz viszonyított elhelyezkedéséről a modell nem ad 
felvilágosítást.  




TIMAP csendesített EC vizsgálatával kimutattuk, hogy a TIMAP az EC barrier 
fenntartását elősegíti. TER méréseink szerint ugyanis a csendesített sejtek érzékenyebben 
reagáltak az EC permeabilitást növelő ágensekre (trombin és nokodazol), míg a barriert 
erősítő szerek (ATP és S-1-P) hatása mérséklődött a kontrollhoz viszonyítva. A TIMAP 
barriert erősítő hatását az EC lipopoliszacharid indukálta diszfunkciójának vizsgálatával 
is megerősítették [235].  
Tüdő artéria EC-ben a TIMAP-ot immunfluoreszcenciával elsősorban a sejtmagban 
és annak közelében a citoplazmában, valamint a plazmamembránban detektáltuk, ezt a 
megoszlást sejtfrakcionálást követő Western blottal is megerősítettük. A 
plazmamembránban lokalizálódó TIMAP mennyisége a barrier funkciót erősítő S-1-P 
[236] kezelést követően megemelkedett (az értekezésben nincs dokumentálva). Ezért arra 
következtettünk, hogy a TIMAP/PP1cβ komplex szubsztrátjai, melyek részt vesznek az 
EC barrier funkciójában, szintén a sejtmembránban vagy annak közelében lehetnek. Ezért 
tanulmányoztuk a TIMAP kölcsönhatását az ERM fehérjékkel, melyek kapcsoló 
funkciója a plazmamembrán fehérjéi és az aktinszálak között reverzibilis foszforilációval 
szabályozott és szerepük lehet a sejtadhézióban, a mikrovillusok kialakulásában és a 
sejtmozgásban [175, 237]. Kimutattuk a TIMAP és a moezin/foszfo-moezin ko-
lokalizációját, és a fehérjék kölcsönhatását immunprecipitációval is megerősítettük.  
 
 
5.3.1 ábra A TIMAP a PP1β  regulátoraként szabályozza az EC permeabilitást. A TIMAP PKA/GSK3β 
foszforilációja aktiválja a TIMAP/PP1β komplexet.  




Az EC barriert gyengítő trombin kezelést követően a kontraháló EC-ben 
immunfluoreszcens festéssel a foszfo-ERM szint emelkedését láttuk, elsősorban a 
sejtmembránban és a filopódiumokban. A cAMP-t endotél barriert stabilizáló ágensként 
jellemezték [238, 239]. Forskolin előkezelés, a cAMP/PKA útvonal aktiválása, a trombin 
ERM foszforilációra gyakorolt hatását teljesen kivédte, és a sejtek relaxált állapotban 
maradtak. Ebből arra következtethetünk, hogy a PKA aktiválás következtében 
előfoszforilált TIMAP-ot a GSK3β is foszforilálta, és az aktiválódott TIMAP/PP1cβ 
komplex lehet felelős azért, hogy az ERM foszforilációs szintje nem emelkedett (5.3.1 
ábra). Következtetésünk helyességét igazolta, hogy a GSK3β specifikus gátlószere, illetve 
a TIMAP csendesítése a forskolin trombinnal szembeni védő hatását szignifikánsan 
mérsékelte, illetve megszüntette. Mindezek arra utalnak, hogy az ERM fehérjék 
foszforilációs szintjének szabályozása része lehet a TIMAP barriert védő/erősítő 
funkciójának.  
A MYPT1/miozin foszfatáz ugyancsak kölcsönhat az ERM fehérjékkel. A két 
foszfatáz holoenzim forma között sejtspecifikus, sejten belüli lokalizációbeli, vagy az 
egyes ERM fehérjékre specializálódott munkamegosztás is elképzelhető, de ennek 
tisztázása további szisztematikus kísérletes munkát igényel. 
Jelenleg a TIMAP/PP1cβ más, lehetséges szubsztrátjairól keveset tudunk. A 
LAMR1 laminin receptor egy foszforilálható fehérje, amiről leírták, hogy a TIMAP 
kölcsönható partnere, továbbá feltételezték, hogy a TIMAP/PP1c szubsztrátja [101]. In 
vitro foszfatáz mérésekre alapozva azonban ugyanaz a munkacsoport legfrissebb 
munkájában ezt a lehetőséget elvetette, és helyette az MLC-t javasolják szubsztrátként 
[234]. Továbbá a TIMAP foszforilációjának jelentőségét a foszfatáz aktivitás 
szabályozásában a foszfo-TIMAP formákat utánzó baktériumban termeltetett mutánsokra 
alapozott in vitro, foszforiláz a szubsztráttal folytatott méréseik alapján kizárták, és 
foszfo-LAMR1 szubsztráttal nem is vizsgálták. Valószínűnek tartjuk, hogy a 
mutánsokban a savas oldalláncok karboxil csoportjai a natív foszfo-TIMAP viselkedését 
kevéssé utánozhatták. A mi esetünkben a forskolin kezelés az EC endogén fehérjéit 
aktiválva válthatta ki a TIMAP foszforilációját és feltehetően konformációjának 
módosulását. A kötődési és in vitro aktivitásmérési vizsgálatainkhoz szintén ténylegesen 
foszforilált TIMAP formákat használtunk, igaz, az esetleges defoszforiláció elkerülésére 
tiofoszfát csoportot építettünk be. Ennek ellenére az in vitro és a sejtekkel végzett 
kísérleteink eredményei összhangban vannak. A MYPT családban a TIMAP-hoz 




leginkább hasonlító MYPT3 esetében a homológ PKA foszforilációs hely foszforilációja 
után ugyancsak a MYPT3/PP1c aktiválódását írták le, amit a MYPT3 feltételezhető 
konformáció változásával magyaráztak [197]. 
A TIMAP funkciójának további felderítésére végzett vizsgálataink során új 
kölcsönható partnereként azonosítottuk a RACK1 fehérjét, ami hét WD-domén 
ismétlődést tartalmazó állványfehérje. A RACK1 kölcsönható fehérjepartnerei esetében a 
kötődést biztosító közös szerkezeti elemet, motívumot nem írtak le. A fehérjepartnerek 
kölcsönható doménjei változatosak, lehet Src homológ (SH2), C2, V5 vagy PDZ domén 
is [129, 130, 135, 240], de akár több domén együttes jelenléte is feltétele lehet a 
kölcsönhatásnak [241]. A TIMAP esetében a RACK1 az N-terminális nukleáris 
lokalizáció szignál körüli régióhoz kötődik, de a fehérje C-terminális felében (291-563 
aminosavak) is van(nak) az asszociácó kialakulásához fontos szerkezeti rész(ek). 
Figyelemre méltó, hogy a PKA/GSK3β foszforilációs helyek is a TIMAP C-terminális 
felén találhatóak. A foszforilációs helyeken mutált, rövidített TIMAP formák közül a 
foszforilációt utánzó mutánsok kötődése az adaptorhoz gyengébb volt. A RACK1 
oldaláról a WD1-3 doménekre szűkítettűk a fehérje kötődésben szerepet játszó lényeges 
részét. A WD4 domént azért zártuk ki, mert mindkét vizsgált mutánsunkban jelen volt, 
melyek közül az egyik nem kötődött a TIMAP-hoz. A PP1 gátló fehérjéje, a CPI17, 
valamint a PP2A A és C alegységekből álló dimer formájáról is ismert, hogy kötődnek a 
RACK1-hez [201, 242, 243]. A PP2A esetében nem tisztázott, hogy mindkét alegység 
kötődik-e a RACK1-hez. Bár a TIMAP-RACK1 komplexekben a PP1cβ-t is detektáltuk, 
a PP1cβ és a RACK1 között közvetlen kölcsönhatást nem találtunk. 
A RACK1 fehérje-kölcsönhatásait ugyan a PKC befolyásolhatja [138], azonban a 
TIMAP-RACK1 kölcsönhatásra EC-ben a PKC aktiválása nem volt hatással. A 
cAMP/PKA aktiválása után a PKA, majd GSK3β által foszforilált TIMAP sejten belüli 
lokalizációja megváltozott, a sejtmagból kiürült, a plazmamembránban viszont feldúsúlt, 
ami összhangban van a TIMAP és a cAMP EC barriert védő hatásával. A RACK1 
lokalizációja nem változott, és ennek megfelelően a TIMAP-RACK1 komplex 
mennyisége lecsökkent. Neuronokban a PKA aktiválás hatására a Fyn kináz ugyancsak 
leválik a RACK1-ról, és foszforilálja az NMDA (N-metil-D-aszpartát) receptort [146]. 
Másféle sejtvonalakban viszont forskolinnal kiváltott PKA aktiválás következtében a 
RACK1 a sejtmagba transzlokálódott [145].  
 





RACK1 csendesített EC plazmamembránjában a TIMAP nincs jelen, amiből arra 
következtethetünk, hogy a RACK1 hiányában a TIMAP prenilációja nem történik meg. A 
TIMAP C-terminálisán a CAAX box prenilációját a farnezil transzferáz katalizálja [100], 
amelyről kimutattuk, hogy EC-ben a RACK1 N-terminális feléhez kötődik, hasonlóan a 
TIMAP-hoz. A RACK1 jelenlétének szükségessége a farnezil transzferáz és a TIMAP 
közötti kölcsönhatáshoz azzal magyarázható, hogy az adaptor RACK1 biztosíthat 
egymáshoz közeli kötődési felszínt az enzim és szubsztrátja számára. A RACK1 a 
TIMAP prenilációjának és ezzel membrán-lokalizációjának biztosításával az EC barrier 
integritás kialakulásának/fenntartásának fontos eleme lehet. Ezt támasztja alá, hogy 
 
5.3.2 ábra A RACK1 a TIMAP prenilációjának biztosításával részt vesz az EC permeabilitás 
szabályozásában. A RACK1 közös kötődési felszínt biztosít, a TIMAP prenilációját (barna hullámos 
vonallal megjelenítve) a farnezil transzferáz (FT) katalizálja.  




RACK1 csendesített EC esetében a barrier kialakulás lassulását és a barrier funkció 
mérsékelt működését detektáltuk. A RACK1 szerepét leírták a sejtadhézióban [244], 
valamint azt is kimutatták, hogy RACK1 csendesített karcinoma sejtek migrációja és 
kitapadása csökkent, proliferációja gátlódott [245]. Ezen kívül a RACK1-et az EC 
adherens kapcsolatok kialakulásában is fontosnak tartják [246]. Eredményeink alapján 
feltételezzük, hogy a RACK1-hoz kötődő TIMAP/PP1cβ komplexben a TIMAP 
foszforilációja annak olyan konformáció változását indukálja, amelynek révén a farnezil 
transzferáz számára a CAAX box elérhetővé válik, és lejátszódik a TIMAP prenilációja. 
A módosított TIMAP ezután a PP1cβ-val együtt a plazmamembránhoz transzlokálódik, 
ahol a barrier integritásásának fenntartásáért felelős szubsztrátjait, például az ERM 
fehérjéket defoszforilálhatja. A TIMAP magból való kiürülését magyarázhatjuk azzal, 
hogy a prenilált TIMAP/PP1cβ távozásával a RACK1 felszínén felszabaduló kötőhelyen 
a TIMAP/PP1cβ a magból folyamatosan pótlódhat (5.3.2 ábra). Azonban a TIMAP magi 
importjának/exportjának részleteit még nem ismerjük, és az EC sejtmagjában található 
TIMAP/PP1cβ esetleges funkcióját/szubsztrátjait sem vizsgáltuk még. A TIMAP további 
kölcsönható partnereit keresve egy olyan fehérjét azonosítottunk, amelyről feltételezzük, 
hogy szerepe lehet a TIMAP nukleáris exportjában, de ennek bizonyítása még 
folyamatban van. 
 
5.4 NHERF fehérjék az EC-ben 
 
Az NHERF fehérjecsalád tagjait az epitél NHE3 Na+/H+-cserélő regulátoraiként 
jellemezték. Az NHERF1/EBP50 és az NHERF2 C-terminális ERM-kötő doménjük 
révén kölcsönhatásba léphetnek az ERM fehérjékkel [151, 172, 247], ezért az az 
elfogadott nézet, hogy citoszkeleton-ERM-plazmamembrán fehérje komplexekben az 
ERM és membránfehérjék közötti adaptorként funkcionálhatnak [171]. 
EC-ben az EBP50 sejtciklus függő lokalizációját detektáltuk. Interfázisban, az 
epitél sejtektől eltérően az EBP50 a magban van, a mitózis során viszont a citoplazmában 
jelenik meg. A meglepő magi lokalizációt többféle módszerrel és más endotél sejtvonalon 
is megerősítettük. Az endotél EBP50 elsődleges szerkezete nem tér el az adatbázisban 
fellelhető EBP50 (NM_001077852) szekvenciájától, ezért az EBP50 különböző 
lokalizációja az endotél és epitél sejtekben feltehetően eltérő fehérje partnereivel függhet 
össze, ami a két sejttípusban más-más funkciót is sejtet. Korábban az EBP50 magi 
lokalizációját kizárólag néhány daganatos sejtvonalban tapasztalták [248, 249]. A 




sejtmaghártya a mitózisban a profázisból a prometafázisba való átmenet során esik szét 
[250]. Az EBP50-et azonban már a profázis korai szakaszában a citoplazmában láttuk, 
ezért nem tartjuk valószínűnek, hogy a lokalizáció változását csupán a sejtmaghártya 
eltűnése magyarázná. A mitózis során tapasztalt transzlokáció összefügg a fehérje 
foszforilációjával (5.4.1 ábra, A). A Cdk1 két Ser oldalláncot foszforilál az EBP50-en a 
mitózis kezdeti szakaszában [169]. Ezt közvetett módon bizonyítottuk, a G2/M fázisban 
blokkolt EC lizátumában az EBP50 SDS-PAGE/Western blot során detektált látszólagos 
molekulatömege megnőtt, ami a fehérjébe beépült foszfátcsoportok jelenlétével 
indokolható [169]. A lokalizáció változása és az EBP50 foszforilációja közötti 
összefüggést támasztja alá az is, hogy a foszforilációt utánzó EBP50 mutáns 
(S288D:S310D) az EC citoplazmájában lokalizálódott.  
 
Az EBP50 foszforilációját leíró munkacsoport javaslata szerint a defoszforilációt a 
PP1 és PP2A foszfatázok katalizálhatják HeLa sejtekben [169]. Specifikus gátlószerek 
alkalmazásával a PP2A részvételét valószínűsítettük, a PP1 lehetséges szerepét azonban 
 
5.4.1 ábra NHERF fehérjék az EC-ben. (A) Az EBP50 sejtciklus és foszforiláció függő módon 
lokalizálódik az EC-ben. (B) Az NHERF2 esszenciális az ERM fehérjék foszforilációjához.  




kizártuk. Immunprecipitáció és pull-down módszerekkel az ABαC összetételű PP2A 
holoenzim és az EBP50 kötődését mutattuk ki. Továbbá a PP2Ac és az EBP50 ko-
lokalizációja a mitotikus sejtekben szintén alátámasztja, hogy az EBP50-et a PP2A 
defoszforilálhatja. A Cdk1 szubsztrátjainak defoszforilációját PP1 és PP2A 
foszfatázokkal a mitózisból való kilépés feltételeként írták le [251-253]. A PP2A és az 
EBP50 legnagyobb mértékű ko-lokalizációját a metafázisból a citokinézisbe való átmenet 
során tapasztaltuk és interfázisú sejtekben sem ko-lokalizációt, sem foszforilált EBP50-et 
nem detektáltunk (látszólagos molekulatömeg alapján), ezért úgy gondoljuk, hogy az 
EBP50 PP2A általi defoszforilációja szintén szükséges lehet ahhoz, hogy a sejtek 
kilépjenek a mitózisból. Eredményeink tehát arra utalnak, hogy az EBP50 az EC 
sejtciklus és proliferáció szabályozásában játszik fontos szerepet. 
Az EBP50 szekvenciájában a PDZ és ERM-kötő doménekben számos génmutációt 
azonosítottak humán emlő tumoros sejtvonalakban [254]. A mutáns EBP50 formák 
fehérje-fehérje kölcsönhatása az emlő tumor szupresszorként ismert SYK (spleen tyrosine 
kinase) és a merlin (az ERM családdal rokon, neurofibromatosis 2 tumor szupresszor) 
fehérjékkel jelentősen csökkent, illetve megszűnt. Ez egyrészt arra utal, hogy az EBP50 
maga is egy tumor szupresszor lehet, másrészt a SYK és a merlin szupresszor 
funkciójával hozható összefüggésbe. További vizsgálatokkal kimutatták, hogy EBP50 
csendesített emlő tumoros sejtekben megemelkedett a sejtproliferáció szintje, 
alátámasztva az EBP50 tumor szupresszor szerepét [255]. Mindezeket összevetve saját 
eredményeinkkel felmerülhet annak lehetősége, hogy a daganatos sejtek osztódásában az 
EBP50 foszforilációja is módosulhat. Jelenleg keressük az EBP50 kölcsönható partnereit 
a sejtmagban és a citoplazmában, valamint vizsgáljuk, hogy a lokalizáció változás 
elősegíti-e fehérje partnerei transzlokációját.  
Az EBP50 ERM-kötő motívuma alapján kézenfekvőnek tűnt az ERM fehérjékkel 
való kölcsönhatás vizsgálata. Ez azonban az EBP50 tekintetében zsákutcának bizonyult, 
mivel tüdő artéria EC-ben az ERM fehérjék preferált NHERF partnere az NHERF2. Más 
endotél sejttípusban (HUVEC) mások szerint az NHERF2 expressziós szintje az EBP50-
hez hasonlítva jelentősen magasabb [159]. Ezt a különbséget azonban mi sem a HUVEC, 
sem a tüdő artéria EC-n nem tapasztaltuk szemi-kvantitatív RT-PCR vizsgálattal (az 
értekezésben nincs dokumentálva), ezért az EBP50 és az NHERF2 között talált eltérés az 
ERM fehérjékkel való kölcsönhatásban ezzel nem indokolható. Valószínűbbnek tartjuk, 
hogy a két NHERF fehérje funkciója az EC-ben eltérő, és ebből adódóan különböző 




fehérjékhez kötődnek. Ezt sugallja az is, hogy az NHERF2 csendesítése után az EBP50 
expressziós szintjében nem találtunk változást az EC-ben. Sejt és szövetspecifikus 
megjelenésüket és fiziológiai szerepüket több korábbi munka igazolja [156, 173]. 
Az NHERF2 adaptor fehérje az NHE3 szabályozásán túl más fehérjékkel, mint 
például az LPA2 receptor [256], β-katenin [257] vagy az EPI64 mikrovillus fehérje [258], 
mutatott kölcsönhatása révén számos sejtfolyamatban vehet részt. Az ERM-NHERF2 
kölcsönhatásnak az EC-ben az ERM foszforilációjában van jelentősége (5.4.1 ábra, B). 
Bizonyítottuk, hogy az NHERF2 az ERM aktiválásához elengedhetetlen, amit 
eredményeinkre alapozva azzal indokolhatunk, hogy az adaptor biztosítja az ERM és a 
foszforilációt katalizáló ROCK2 közötti kölcsönhatást, hiszen a ROCK2 
immunprecipitátumában az ERM kizárólag akkor volt kimutatható, ha az NHERF2 is 
jelen volt az EC-ben, NHERF2 depletált mintákban azonban nem. Az ERM közvetlenül 
kapcsolódhat az NHERF2 C-terminális ERM kötő doménjéhez. A kináz és az NHERF2 
közötti kölcsönhatás sem feltétlenül indirekt, ugyanis a ROCK2 szerkezetében található 
egy PH (pleckstrin-homology) domén [259], ami kötődhet az NHERF2 PDZ doménjeihez 
[260], de ennek megerősítése további vizsgálatokat igényel.  
Az NHERF2 ERM foszforilációra gyakorolt hatásán keresztül szabályozhatja az EC 
citoszkeletonjának átrendeződését. Az NHERF2 csendesítése vagy overexpresziója a 
filopódiumok kialakulását ellentétesen befolyásolta, a depletált sejteken nem, vagy alig 
láttunk filopódiumokat, az adaptor fehérjét túltermelő EC-n pedig a filopódiumok száma 
a kontrollhoz képest megnőtt. Ez TER méréseink szerint az EC barrier kialakulását, a 
sejtek adhéziós és migrációs képességét is befolyásolta, amiben ismert az ERM fehérjék 
részvétele [261, 262]. HeLa sejteket vizsgálva Gandy és mtsai szintén kapcsolatot találtak 
a filopódiumok kialakulása és az ERM foszforilációja között [263]. Egy másik 
munkacsoport egy mutáns PDZ domént tartalmazó NHERF2-t expresszáló fibrosarcoma 
sejtvonal csökkent lamellopódium képződési és migrációs képességét detektálta [257].  
Az előzőekkel összhangban az NHERF2 az angiogenezis szabályozásában is részt 
vesz. Kontroll EC néhány óra alatt sejthálózatokat, csövecskéket hozott létre Matrigelen 
(bazális membránkivonat), miközben az ERM foszforiláció emelkedését detektáltuk. Az 
NHERF2 csendesített sejtek viszont aggregátumokban gyűltek össze, és az ERM 
foszforilációs szintje sem emelkedett, ami azt bizonyítja, hogy az NHERF2 hiányában a 
sejtek nem képesek az angiogenezisre. Májsejtes karcinoma sejtek (HCC) invazív jellege 
és az ezrin hiperfoszforilációja között korrelációt találtak, továbbá, ha a ROCK gátlásával 




csökkentették az ezrin foszforilációját, az blokkolta a HCC invazivitását [264]. Ezért 
lehetségesnek tartjuk, hogy az NHERF2 az ERM foszforiláció modulátoraként 
befolyásolhatja a daganatos sejtek invazív tulajdonságát. 
Eredményeink szerint az EBP50 és az NHERF2 funkciója és kölcsönható partnerei 
az endotél sejtekben eltérőek. Az EBP50 a sejtciklus szabályozásában játszik szerepet. Az 
NHERF2 az ERM fehérjék preferált kölcsönható partnere, biztosítja azok foszforliációját 
és ezzel a plazmamembrán-ERM-aktin kölcsönhatást.  
 
5.5 Az eredmények lehetséges hasznosítása 
 
Munkánk alapkutatási jellegéből fakadóan eredményeink közvetlen klinikai 
hasznosításra nem alkalmasak. A protein kinázok és foszfatázok működésének célzott 
befolyásolását ma már számos betegség gyógyításában felhasználják, illetve intenzív 
kutatások folynak új, specifikus aktivátoraik és gátlószereik felismerésére és terápiás 
céllal történő alkalmazására [265-267]. A munkát nehezítik a kináz és foszfatáz 
családokon belüli hasonlóságok az egyes enzimek között, ezért az egyes sejtfolyamatok 
szabályozásában résztvevő konkrét kináz vagy foszfatáz enzimek típusának, 
izoformájának és kölcsönható fehérjepartnereinek azonosítása rendkívül fontos. 
Eredményeink ebben a tekintetben bírhatnak jelentőséggel. Az általunk vizsgált protein 
kinázok és foszfatázok, valamint kölcsönható fehérje partnereik a tüdő artéria EC 
esszenciális élettani funkciója, az érpermeabilitás sokoldalú, több jelátviteli pályán 
keresztül megvalósuló szabályozásának meghatározó résztvevői. Az EC 
kontrahált/relaxált állapotát, az aktin-miozin kölcsönhatást befolyásoló MLC 
foszforilációhoz kapcsolódóan az EC MLCK új, az endotél sejtekre specifikus 
szabályozási lehetőségét tártuk fel, és azonosítottuk az MLC defoszforilációját katalizáló 
EC miozin foszfatáz alegységeinek izoformáját. Ugyanakkor igazoltuk azt is, hogy a 
TIMAP a PP1c regulátor alegységeként a plazmamembrán és a citoszkeleton közötti 
kapcsolatban fontos ERM fehérjék defoszforilációját, a PP2A pedig a mikrotubulusok 
szerkezetét és az adherens sejtkapcsolatok stabilitását szabályozza, ezzel szintén lényeges 
résztvevői az endotél barrier fenntartásának. Az EC barrier a sejt különböző részeihez 
köthető összetett szabályozó folyamataiban résztvevő, általunk jellemzett fehérjék az 
endotél sejtek működési zavaraival kapcsolatos betegségek gyógyítására irányuló 
kutatásokban célfehérjékként szolgálhatnak.  
 




A vizsgált fehérjék szintjének up- illetve down-regulációja, vagy reverzibilis 
foszforilációval történő módosításuk az EC funkcióit módosítják, vagy szélsőséges 
esetben patológiásan megváltoztatják. Ezért eredményeink, további célzott vizsgálatok 
után, betegségek diagnosztikájában is felhasználhatóak lehetnek. Így például az endotél 
barrier funkcióra védő hatással bíró TIMAP, valamint a vele kölcsönható fehérjék 
egészséges és kóros (kezeletlen és gyógyszeresen kezelt) szövetmintákon folytatott 
vizsgálatai (pl. immunhisztokémia, szövetkivonatokban fehérjeszintek, illetve fehérjék 
foszforiláltsági szintjének összehasonlítása) jó eséllyel vezethetnek a klinikumban 
hasznosítható eredményekhez. A daganatos betegségek szempontjából érdekes és ígéretes 
lehet továbbá az NHERF2 angiogenezis szabályozásában való részvétele és a daganatos 
sejtek invazivitásával való lehetséges kapcsolata.  
 
  






A vaszkuláris endotél sejtek integritása a tüdő működésében meghatározó 
jelentőségű. Az integritás sérülése, paracelluláris rések kialakulása, ezzel együtt a 
permeabilitás szignifikáns és hosszan tartó megemelkedése a tüdő gyulladásos 
betegségeinek egyik legfőbb tünete, amelyek ma is magas halálozási rátával bírnak. A 
tüdő artéria endotél sejtek barrier funkciójával összefüggésben protein kinázokat és 
foszfatázokat tanulmányoztunk. Munkánk igazolja, hogy számos fehérje összehangolt, 
különböző jelátviteli folyamatokon keresztül megvalósuló reverzibilis foszforilációja bír 
nagy jelentőséggel az endotél barrier kialakulásában és fenntartásában. Az értekezésben 
bemutatott eredményeink részben az endotél permeabilitás meghatározásában központi 
szerepet játszó MLC reverzibilis foszforilációját biztosító MLCK és a miozin foszfatáz 
vizsgálatából születettek. Bizonyítottuk továbbá, hogy a PP1c β izoformája nem kizárólag 
a miozin foszfatáz holoenzim komponenseként, az MLC defoszforilációjával segíti az 
endotél barrier fenntartását. A PP2A vizsgálata is arra hívja fel a figyelmet, hogy az MLC 
mellett még számos, a citoszkeletonhoz vagy a sejtkapcsolatokhoz köthető fehérje 
foszforiláltsági szintje is befolyásolja a tüdő artéria endotél sejtek barrier funkcióját. 
Kísérleteinkkel új fehérje-fehérje kölcsönhatásokat is azonosítottunk, amelyek többek 
között néhány adaptor fehérje részvételét is bizonyították az endotél permeabilitás és az 
angiogenezis szabályozásában.  
Összességében kutatási eredményeink új információval szolgálnak az endotél 
barrier funkció és az angiogenezis szabályozásában kulcsszerepet betöltő molekulákról. 
Az értekezésben bemutatott új eredményeink a következőek: 
1. Az endotél sejtekben expresszálódó MLCK enzim egyedi, N-terminális régiója 
Tyr oldalláncokon foszforilálódik. Ezzel aktivitása fokozódik, ami az enzim egy 
új, korábban nem ismert szabályozási lehetőségére hívja fel a figyelmet.  
2. Jellemeztük az endotél miozin foszfatáz PP1cβ katalitikus és MYPT1 regulátor 
alegységét és igazoltuk szabályozó szerepüket az endotél barrier funkcióban.  
3. Bizonyítottuk egy másik jelentős Ser/Thr-oldalláncokra specifikus protein 
foszfatáz, a PP2A részvételét az endotél citoszkeleton szabályozásában és két, a 
citoszkeletonhoz kapcsolódó szubsztrát, a tau és a HSP27 fehérjék 
defoszforilációjában. 




4. Az endotél sejtek jól működő adherens kapcsolataihoz szükséges a PP2A 
aktivitás, ezzel összhangban fehérje-fehérje kölcsönhatásokat azonosítottunk a 
foszfatáz Bα regulátor alegysége és a VE-kadherin valamint a β-katenin között, 
ez utóbbi fehérje Ser552 oldalláncának defoszforilációjában valószínűsítettük a 
PP2A szerepét. 
5. Igazoltuk, hogy az endotél sejtekben magas szinten expresszálódó TIMAP 
fehérje a PP1cβ regulátor alegysége és a TIMAP az endotél barriert védő 
funkciót tölt be a sejtekben. A TIMAP/PP1cβ holoenzim katalizálja az ERM 
fehérjék defoszforilációját, aktivitása a TIMAP foszforilációjával szabályozott.  
6. Felismertük a RACK1 állványfehérje szerepét a TIMAP prenilációjában és 
plazmamembránhoz történő transzlokációjában, valamint a RACK1 új 
kölcsönható partnereiként azonosítottuk a TIMAP és farnezil transzferáz 
fehérjéket.  
7. Az endotél sejtekben alig vizsgált NHERF fehérjecsalád két tagjáról, az EBP50 
és NHERF2 fehérjékről kimutattuk, hogy funkciójuk és fehérje partnereik 
különböznek. Az EBP50 minden bizonnyal az endotél sejtciklus 
szabályozásában vesz részt, míg az NHERF2 az ERM fehérjék foszforilációját 
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Boratkó Anita és Dr. Kása Anita munkája nélkül, akiknek segítséget nyújthattam PhD 
fokozatuk megszerzésében és Boratkó Anitával továbbra is szerencsém van együtt 
dolgozni. 
Köszönöm az Orvosi Vegytani Intézetben minden volt és jelenlegi kollégám, 
közülük is kiemelve Rónai Tamásné, Dr. Németh Árpádné, Kovács Éva, Dembrovszkiné 
Kovács Ella és Balogh István mindenkori segítségét, a jó munkahelyi légkört.  
 Sokat tanultam külföldi tanulmányútjaim során. Dr. Anna DePaoli-Roach 
laboratóriumában lehetőségem nyílt elsajátítani a molekuláris biológia alapjait. Dr. Joe 
Garcia és Dr. Alexander Verin laboratóriumában kezdtem el foglalkozni az endotél sejtek 
molekuláris szintű vizsgálatával, a velük folytatott eredményes kollaboráció nagyban 
segítette az értekezésben összefoglalt eredmények megszületését. Köszönet külföldi 
kollégáimnak, akik közül Dr. Anna Birukova, Dr. Konstantin Birukov és Dr. Kyung-Mi 
Kim nevét szeretném kiemelni. 
 Köszönöm Családom, szüleim és két lányom szeretetét, önzetlen támogatását és 
bíztatását. 
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